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Einschlu8k6rper in den 
Epidermiszellen von Chlorophytum comosum' 


Von 


Griseldis Kenda 


Aus dem Institut fiir Anatomie und Physiologie der Pflanzen der Universitat Graz 
Mit 21 Textabbildungen 


(Eingegangen am 20. Juli 1960) 


Chlcrophytum comosum ist eine cytologisch schon recht gut bekannie 
Pflanze. Uber das Zustandekommen der Panaschiire. wegen der die Pflanze 
gerne kultiviert wird, hat u. a. Collins (1922) und Renner (1935) ge- 
arbeitei; ausfiihrliche Untersuchungen iiber das Vorkommen von Proplasti- 
den hat Strugger (1953) und Strugger und Losada-Villasante 
(1955) angestellt. Um so erstaunlicher war es nun, als zunachst durch Zufall 
in den Epidermiszellen dieser Pflanze Inhaltskérper bzw. Zelleinschliisse 
vorgefunden wurden, die offenbar der Aufmerksamkeit friiherer Unter- 
sucher entgangen waren. Uber sie soll nachstehend berichtet werden. 


1. ,,Sphiarite“ 


Zunachst fielen in der Epidermis der Unterseite panaschierter Blatter 
zarte feine Strahlengebilde von radiarem Bau auf. die unregelmaBig und 
unscharf begrenzten Sphiariten glichen (Abb. 1). Sie sind oft von betracht- 
licher Gréfe, ihr Durchmesser entspricht dann der ganzen Breite der Zelle 
(Abb. 6); teilweise weichen die Strahlen an den Langswiinden der Epider- 
miszellen auseinander, was auf eine gewisse Biegsamkeit oder Plastizitat 
schlieBen laBt (Abb. 2). Sie sind nur auf einige wenige Zellen beschrankt. 
Auch an der Blattoberseite kommen sie vor. Jedoch sind sie hier noch selte- 
ner und auch etwas kleiner. Sie treten in den weifen wie in den griinen 
Arealen des Blattes auf, meistens in der Umgebung der Spaltéffnungen, in 
den Schliefzellen selbst jedoch nie. In der Nahe der Mittelrippe bzw. ober- 
halb der GefaBe, wo die Zellen schmal und langgestreckt sind, und Stomata 
fehlen. trifft man sie kaum. In der Erdwurzel und den Luftwurzeln sowie 
in der Bliite wurden sie nie beobachiet. 


1 Dem Andenken meines unvergeBlichen Lehrers Professor Friedl Weber 
gewidmet. 
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Wie die Abb. 1 bis 11 zeigen, ist die morphologische Mannigfaltigkeit 
selbst innerhalb eines einzigen Flachenschnittes gro. In manchen Fallen 
sind die Kristalldrusen von einer Zartheit, daf sie nur bei genauer mikro- 
skopischer Betrachtung mit starker Vergréferung zu erkennen sind, andere 
wieder sind recht kompakt und fallen schon bei schwacher Vergréferung 
durch die leicht gelblichbraune Farbung auf. Meist sind die Nadeln um ein 

nicht deutlich erkennbares 
Zentrum strahlig angeordnet. 
Auch kénnen die Nadeln 
offenbar Protuberanzen _ bil- 
den, die fast die ganze Zelle 
hinziehen. Diese  Kristall- 
zopfe ahneln denen, die Mi- 
liéié und Plav8ié (1956) 
bei Epiphyllum truncatum 
und Opuntia brasiliensis be- 
schrieben haben. Die von den 
beiden Autoren angegebene 
groRe Labilitat gegeniiber 
Essigsiure und KOH trifft 
aber fiir die Kristallaggregate 
von Chlorophytum comosum 
nicht zu. 
Seltener erscheinen die 
Sphirite zerfallen und die 
Zellen mit einzelnen unge- 
ordneten Nadeln oder Nadel- 
biischeln erfiillt. Auch kénnen 
die sphiritisch angeordneten 
Kristallnadeln noch von kur- 
zen tangentialen Stabchen 
= durchkreuzt werden, so daf 
Abb. 1. Chlorophytum comosum. Blattepider- der Eindruck einer zarten. 
mis *. Kristalldruse, einzelne Kristallnadeln ver-  mehrschichtigen, konzentri- 
astelt. schen, jedoch  stellenweise 
unterbrochenen .,Hiille* ent- 
steht (Abb. 7). In diesem Stadium ist eine leichte Braunfarbung des gesamten 
Zellinhaltes zu becbachten. Man trifft auch mitten im gesunden Gewebe auf 
einzelne nekrotische Zellen, deren Inhalt sich grobkérnig um die Kristall- 
drusen zusammenballie (Abb. 14). Auch diese Zellen sind braun gefarbt. Es 
hat den Anschein. daf die Braunfarbung des Zellinhaltes sowie auch der 
Kristallaggregate pramortale Vorgange sind. 


Die Kristalldrusen nehmen fast immer die Mitte der Zelle ein und liegen 


hier offensichtlich in der Vakuole, wie orientierende Plasmolyseversuche mit 


2 Samtliche Aufnahmen beziehen sich auf die Epidermis der Blattunterseite von 
Chlorophytum comosum. 
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neutralrotgefarbter 1-molarer Rohrzuckerlésung ergeben haben. Ob die 
Vakuole allerdings auch der Ort ihrer primaren Entstehung ist, ist zu be- 
zweifeln. Gelegentlich liegen kleine Kristalldrusen in der Nahe des Zell- 


Abb. 3. Kristalldruse mit deutlich kérnigem Zentrum, daneben ein x-Body. 


kernes; oftmals sind sie mit dem Kern zusammen von Plasma und Plastiden 
umgeben. Es kénnte sein, da® diese Kristallaggregate im Plasma ihren Ur- 
sprung haben und erst sekundiar in die Vakuole iibertreten. 
Proteinkérper mit intravakuolirer Lokalisation wurden bis vor kurzem 
21* 
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noch bei keiner Virose gefunden. Die kristallinen Einschliisse von Tabak- 


mosaikvirus finden sich regelmaBig im Plasma. Martin und McKinney 
(1938) haben nachgewiesen. daf dieses Virus im Zellsaft nicht existiert. 


Abb. 5. Kristalldruse. 


Demgegeniiber haben Miliéié und Plav8&ié (1956) beobachtet, da die 
Eiweifdrusen von einem viruskranken Epiphyllum in der Vakuole liegen. 
In einer anderen Arbeit fand Miliéié (1956) ebenfalls rhombenférmige 
EiweiBplatichen im Zellsaft lokalisiert. 
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Wie aus Abb. 10 zu sehen ist, sind manche Kristalldrusen von einer 
iiuBerst zarten .Hiille* ganz umgeben. Die .Hiille~ kann auch von einigen 
Kristallnadeln durchstoBen werden (Abb. 11). Um diese zarte Membran 


Abb. 6. Kristalldruse fiillt die ganze Zelle aus, daneben ein x-Body mit wenigen, 
unregelmaBig verteiiten Trépfchen im Innern. 


Abb. 7. Kristalldruse von tangential gerichteten Kristallstaébchen durchkreuzt. 


sammeln sich kleine Trépfchen lipoider Natur an, die vom strémenden 
Protoplasma herangefiihrt werden. Durch die intensive Plasmabewegung 
kommen einzelne Plasmafaden mit den Kristalldrusen in Beriihrung, blei- 


ben hier an den Nadelspitzen hangen und umspinnen gleichsam das ganze 
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Kristallgebilde. Dabei wird es, wie im Mikroskop unmittelbar schén zu 
beobachien ist, oft um die eigene Achse gedreht. Vielleicht laBt sich so das 
Entstehen der .,Hiille* erklaren. 

In einem Falle wurde beobachtet. wie sich cin Plasmastrang von der 
Zellwand losrif, quer durch den Vakuolenraum flof, dabei mit einem ande- 
ren Plasmafaden in Fusion trat, dann tropfenartig an die Nadeln heranflo® 
und hier festgehalten wurde. Etwas spater sonderte sich daraus eine Plasma- 


. 
Abb. 8. 


Abb. 8. Kristalldruse aus einigen Kristallbiischeln gebildet. daneben ein x-Body. 


Abb. 9. Kristalldrusenzwilling. 


kugel mit trépfchenartigem Inhalt ab. Es wird vermutet, da auf diese 
Weise sich die Cytoplasmakugeln (Beschreibung weiter unten) bilden; auf 
die gleiche Weise entstehen die x-Bodies, die Sheffield (1931) ausfiihr- 
lich beschrieben hat. Ahnliche Ansammlungen von Lipoidtrépfchen an inten- 
siv blau gefirbten strahligen Anthocyankérpern hat Scharinger (1936) 
in der Epidermis der Bliitenblatter von Delphinium cultorum Voss gesehen. 
Sie finden sich anscheinend immer gleichzeitig mit den Anthocyankristallen 
... und sitzen dann an den Enden der zarten Kristallnadeln, einen Kranz 
bildend ...~ (Scharinger 1936, S. 413). 

Troiz ihrer Zartheit sind die Kristalldrusen gegeniiber konzentrierten 
Sauren, wie Schwefelsaiure. Salzsiure, Essigsiure. Salpetersiure sowie 
Alkalien, au@erst widerstandsfahig: auch in Ather, Chloroform und Aceton 
sind sie unldslich. In Wasser bleiben sie lange Zeit unverindert erhalten. 
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Sehr gut lassen sie sich in 4%igem Formalin fixieren, wahrend absol, Alko- 
hol nach langerem Verweilen der Schnitte eine zarte Granulation der 
Kristallaggregate bewirkt, wobei aber die strahlige Natur noch erkennbar 
bleibt (Abb. 12). Dieses Verhalten kénnte fiir Lipoide sprechen, die Sudan- 
fiirbung fallt aber negativ aus. In Osmiumsaure briunen sich die Kristalle 
zwar, es kommt jedoch bei Alkoholzusatz zu keiner Schwarzfiarbung, wie es 
nach Tunmann (1931) fiir Lezithine charakteristisch ist. Die Eiweifreak- 


Abb. 10. Abb. 11. 


Abb. 10. Deutliche .Hiille* um die Kristalldruse, umgeben von gréBeren und klei- 
neren Lipoidkiigelchen. 


Abb. 11. ..Hiille* von einzelnen Kristallnadeln durchstoBen. 


tionen (Millon, Xanthoprotein) fallen am lebenden Objekt negativ aus, bei 
fixierten Schnitten fiarben sich die Kristalle schwach gelb. In Jod- Jod-Kali 
farben sich die Spharite nicht, nur im Zentrum ist eine leichte Gelbfarbung 
zu erkennen. Mit Chlorzinkjod werden sie goldgelb, wobei sich der Spharit 
nach lingerem Einwirken in eine zartkérnige Masse umwandelt (Abb. 13). 
Die Bald’s Stain, nach der Modifikation nach Rawlins (1957), zeigte eine 
Rosafarbung der Kristalle sowie der Zellkerne und Plastiden. 

2%iges Eisenchlorid lat die Kristalldrusen transparent erscheinen, die 
homogenen Kristallnadeln zeigen kérnelige Struktur. eine Farbung tritt 
nicht ein. Demnach sind Gerbstoffe auszuschlieBen. 

Bei Behandlung in konzentrierter Natronlauge + 20%igem Ammoniak 
(Fettnachweis nach M ol isch 1923) verandern sich die Kristalldrusen kaum, 
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was gegen ihre Fettnatur spricht. Allerdings ist nicht auszuschlieRen, daft 
vielleicht eine isomorphe Umlagerung der urspriinglichen Kristalle in Seifen- 
nadeln stattgefunden haben kénnte. 

Verdauungsversuche mit Trypsin und Pepsin fielen negativ aus. 

Die Hitzeresistenz ist auBerst hoch. Bis zum Siedepunkt des Wassers 
bleiben die Kristalle unverandert. 

Lebend nehmen die Kristallaggregate weder Neutralrot noch Methylen- 


Abb. 12. Abb. 13. 


Abb. 12. Kristalldruse fixiert in 96%igem Alkohol. 


Abb. 13. Kristalldruse nach Chlorzinkjodbehandlung. 


blau oder Saurefuchsin an. Im fixierten Zustand jedoch farben sie sich oft- 
mals recht intensiv. wobei die Methylenblaufarbung eine Metachromasie 
hervorrufi: Die Kristalle sind blaugriin, der iibrige Zellsaft ist rein blau 
gefarbt. Die Farbung laBt sich mit CaCl, oder Ammoniak nicht mehr aus- 
waschen, was fiir eine chemische Bindung spricht. Andererseits farbt Saure- 
fuchsin die Kristalle bei pH 7 (Leitungswasser) nicht an, in schwacher Essig- 
siurelésung jedoch stark. Die Kristallkérper verhalten sich also in dieser 
Hinsicht wie Eiweifkérper (nach Strugger 1949). 

Auf Grund ihres chemischen Verhaltens kann nur gesagt werden, dali 
es sich bei den Kristalldrusen um chemisch noch nicht eindeutig definierbare 
Substanzen von vermutlich lipoider und eiweifartiger Natur handeln diirfte. 
die sich noch aus einem Komplex anderer Stoffe zusammensetzen. Auf fallig 
ist, da die Kristalldrusen keine Doppelbrechung erkennen lassen. Eine 
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solche wire bei der Gestalt der Nadeln oder Strahlen der Sphirite. die auf 
eine bestimmte Orientierung der Molekiile hindeutet, zu erwarten gewesen: 
vielleicht sind die Nadeln zu zart, so daB mit den zur Verfiigung stehenden 
Miiteln (Reichert Polarisationsmikroskop) die Doppelbrechung nicht 
sichtbar ist. 

Es wurden auch noch Chlorophytum-Pflanzen anderer Herkunft sowie 
auch das nicht panaschierte Chlorophytum elatum zur Beobachtung heran- 
gezogen. Zum Teil stammen die Pflanzen aus den Gewachshausern des Gra- 
zer und Wiener Botanischen Gartens, zum Teil aus Privatbesitz. Es zeigte 


on litt 


Abb. 14. Nekrotische Zelle in der Epidermis der Blattunierseite. Kristalldruse von 
kérnigem Zellinhalt umgeben. 


sich, da auch diese Pflanzen. aber nicht alle. groBe Krisiallaggregate in 
ihren Epidermiszellen haben. 

Soweit mir die Literatur iiber diese Pflanze bekannt ist. liegen noch keine 
Beobachtungen der oben erwahnten Gebilde vor. Wohl hat Solla (1920) 
schon prismatische und viereckige Eiweifkristalloide in den Zellkernen der 
Laubblatter von Chlorophytum comosum und zwar in den Epidermiszellen 
und sogar in den Schliefizellen gefunden. Der Autor beschrankt sich nur auf 
diese kurze Mitteilung und erwahnt leider nicht, ob es sich um ein pana- 
schiertes Exemplar gehandelt hat. Bei vorliegenden Untersuchungen wurden 
Kernkristalloide nie beobachtet. 

Es liegt der Verdacht nahe, daB es sich hier um eine Viruserkrankung 
handeli. Dieser wurde noch dadurch bestarkt, daB neben den Kristalldrusen 
auch noch, wenn auch selten, Spindeln beobachiet wurden, die mit den Spin- 
deln viruskranker Pflanzen auffallende Ahnlichkeit haben. Sie geben ein- 
deutig die Millon-Reaktion, es handelt sich hiemit also um Eiweifspindeln. 
Von Weber (1954) wurden erstmalig auch bei Liliaceen (Lilium Henryi) 
Eiweifispindeln gefunden und mit den x-Bodies als cytologischhe Symptome 
einer Virusinfektion gedeutet. 
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2. Eiweifspindeln und Cytoplasmakugeln 


Die Eiweifspindeln von Chlorophytum comosum (und auch Chlorophy- 
tum elatum) haben fibrillare Struktur, sind in der Mitte bauchig und laufen 
an den Enden in lange diinne Faden aus (Abb. 17). Sie sind stark doppel- 
brechend und geben mit Jodlésungen die gleichen Reaktionen wie die be- 
kannten Eiweifspindeln der virésen Kakteen. 

Die Spindeln liegen entweder allein in der Zelle oder sie treten gemein- 
sam mit den Kristalldrusen auf (Abb. 18—20). 


Abb. 15. 


Abb. 15. Blattepidermiszelle mit einem x-Body. 


Abb. 16. Blattepidermiszelle mit mehreren verschieden geformien x-Bodies. 


Auer diesen Eiweifspindeln findet man noch ein oder mehrere runde 
Gebilde, die auffallende Beweglichkeit zeigen und in ihrem Innern Trépf- 
chen oder Koérnchen haben, die ebenfalls in auferst lebhafter BMB sind. 
Sie gleichen den Cytoplasmaballen, die Scharinger (1936) bei Delphi- 
num cultorum gefunden hat (Abb. 15 und 16). Die auffallende Ahnlichkeit 
dieser Gebilde mit den protoplasmatischen Einschlufkérpern, den x-Bodies 
viruskranker Pflanzen. veranlaBte Reiter und Weber (1958) zu neuer- 
lichen Untersuchungen dieser Pflanze. Es zeigte sich, daft sich die .,Cyto- 
plasmakugeln* von Delphinium fluoreszenzoptisch genau so verhalten wie 
die von Reiter (1957) beobachteten x-Bodies in viruskranken Aichryson- 
Arten. Bei Fluorochromierung mit dem basischen Fluorochrom Coriphos- 
phin leuchien die eingeschlossenen Partikelchen gelbgriin. Die Autoren ver- 
muten, da die .Cytoplasmakugeln* von Delphinium demnach ebenfalls 
ViruseinschluBk6rper sind. 

Auch die Cyioplasmakugeln von Chlorophytum comosum (und auch 
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Abb. 17. Abb. 18. 
Abb. 17. Eiweifspindeln, in der Mitte fibrillar und aufgetrieben. 
Abb. 18. Eiwei@fibrillenbiindel durch zarten Plasmafaden mit dem wandstandigen 
Kern verbunden. 


Abb. 19. Abb. 20. 


Abb. 19. Blattepidermiszelle mit x-Body, einer kleinen Kristalldruse und ungerich- 
teten Krisiallnadeln. 


Abb. 20. Blattepidermiszelle mit Kristallaggregaten, mehreren x-Bodies in verschie- 
dener GréSe und eine Eiweifspindel. 
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Chlorophytum elatum) zeigen das gleiche Fluoreszenzbild. Dieses Verhalten 
und nicht zuletzt ihre Seltenheit sowie das gleichzeitige Auftreten von 
EiweiBspindeln unterstiitzen den Verdacht, daf auch bei Chlorophytum 
diese Cytoplasmakugeln als protoplasmatische x-K6rper anzusprechen sind. 

Die x-Bodies sind. wenn sie in der Einzahl in der Zelle vorkommen, 
ansehnlich grof (Abb. 15). Meistens trifft man sie aber zu mehreren in 
einer Zelle, dann sind sie bedeutend kleiner. Ihre Lage in der Zelle konnte 
nicht geklart werden. Manchmal scheinen sie im Protoplasma zu liegen — 
sie pendeln ohne eigentliche Ortsveranderung hin und her —, manchmal 
kann man sie aber mit beachtenswerter Beweglichkeit den ganzen Zellraum 
durchqueren sehen, wobei sie oft améboidartige Fortbewegung zeigen. Im 
letzieren Fall diirften sie vermutlich in der Vakuole liegen. Auch 
Scharinger (1936) war sich iiber die Lage dieser Kérper im Zweifel. 
denn er sagt: .In den meisten Fallen sieht es aber jedenfalls so aus, als ob 
diese Plasmakugeln intravakuolares Cytoplasma waren.” Ihre Form 
ist meist kugelig, kann aber auch langlich oval sein (Abb. 16). Die im 
hyalinen Plasma suspendierten Trépchen (ab und zu hatten sie auch 
kérnigen Charakter) sind ungefahr gleich groB. aber nicht immer iiber den 
ganzen Raum gleich verteilt. Ahnliches ist auch Scharinger aufgefallen. 
Die im x-Body eingeschlossenen Trépfchen gleichen den im Protoplasma be- 
findlichen Oltrépfchen und geben wie diese eine schwache Sudan-Reaktion. 
Scharinger (1936) vertritt die Ansicht. daB die Cytoplasmaballen von 
Delphinium, auch wenn sie in der Vakuole liegen. immer durch einen 
Plasmafaden mit dem wandstandigen Plasma in Verbindung stehen. Fiir 
Chlorophytum diirfte das nicht zutreffen, da ja das hyaline Plasma der 
Kugeln auBerst niedrige Viskositat besitzt. wie man an der intensiven BMB 
der im Inneren gelegenen Trépfchen erkennen kann und dann miiften sie 
tropfenartig ausgezogen sein. Dies war aber nur selten der Fall. 

Die x-Bodies sind deutlich gegen das umgebende Medium abgegrenzt. 
von einer richtigen Membran aber kann man nicht sprechen. Nach Zusatz 
von i-molarer Rohrzuckerlésung verliert die Kugel schnell an Volumen und 
die Trépfchen flieBen zu einigen gréferen zusammen. Mit dem Kleiner- 
werden der Kugel nimmt die Beweglichkeit der Trépfchen rapid ab und 
hért schlieBlich ganz auf. Dies diirfte wohl mit dem Wasserentzug und der 
dadurch bedingten Viskositatserhéhung zusammenhingen. Dasselbe ist auch 
zu beobachten. wenn ein x-Body an den Spitzen der Kristallnadeln hangen- 
bleibt. 


3. Kallose 


Im Laufe der Untersuchungen ergab sich noch eine weitere beachtens- 
werte Eigenheit in den Epidermiszellwainden von Chlorophytum comosum. 
In einer Pflanze, die besonders zahlreich Kristalldrusen, Spindeln und 
x-Bodies fiihrte, fielen polsterartige Wandverdickungen auf, die stets kor- 
respondierend an beiden Seiten der Zellwande vorkommen (Abb. 21). Sie 
firben sich mit Anilinblau (nach Eschrich 1956), sind also Kallose- 
bildungen und haben wohl auch hier die Aufgabe, die Tiipfel gegen einge- 
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drungene unerwiinschte Stoffe zu verschlieBen. Der Kallosenachweis hat fiir 
die Diagnose von Viruserkrankungen in der Phytopathologie neuerdings 
groke Bedeutung erlangt (Lit. bei Esch rich 1956). So ruft z. B. das Blatt- 
rollvirus in der Kartoffel vermehrte Kallosebildung in den Siebréhren her- 
vor. Daf sich diese Kallosepolster in den spindelfreien Exemplaren von 
Chlorophytum comosum nicht finden, ist als ein weiterer Beweis dafiir anzu- 
sehen, daf die amorphen wie die kristallinen EinschluBkérper als von einem 
Virus verursachte Bildungen anzusehen sind oder ursichlich mit der Virus- 
infektion zusammenhangen. 


Abb, 21. Blattepidermiszelle mit drei kleinen Kristalldrusen. an den Zellwanden 
polsterartige Kallosebildungen der Tiipfel. 


An der Pflanze selbst sind auBerlich keine sichtbaren Krankheitserschei- 
nungen zu bemerken. Es sei denn, daB das Welkwerden bzw. allmahliche 
Vertrocknen der Blattspitzen der Ausdruck einer virésen Erkrankung wire. 
Die Buntblattrigkeit kann bei vielen Pflanzen die Folge einer Virose sein. 
In der einschlagigen Literatur ist von Chlerophytum comosum nichts be- 
kannt (Cook 1947, Kéhler und Klinkowski 1954, Smith 1957). 


4. Ubertragungsversuche 


Um ganz sicher zu gehen. ob es sich tatsachlich um eine Virose dieser 
Pflanze handelt, wurde ein von Spindeln, x-Bodies und Kristallaggregaten 
freies Exemplar von Chlorophytum comosum mit dem Gewebssaft einer 
vermutlich viruskranken Pflanze, die die genannien Einschliisse zeigte, 
infiziert. Nach etwa 3 Wochen fanden sich an der Einreibungsstelle die 
ersten Spindeln, x-Bodies und sogar Kristalle. Da die Kristalldrusen nur 
in spindelhaltigen Exemplaren auftreten, miissen sie wohl als Viruskérper 
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betrachiet werden. Es ist schon lange bekannt, daf{ neben den cytoplasmati- 
schen Eiweiffspindeln verschiedene andere Kristalloide in virésen Kakteen 
vorkommen. Unter anderem seien hier erwahnt die Kristalleiweif{drusen 
von Rhipsalis und Epiphyllum (Weber, Kenda und Thaler 1952a), 
die Stachelkugeln von Opuntia monacantha (Weber, Kenda _ und 
Thaler 1952b), die Spharite von Cirsium arvense (Kenda, Thaler 
und Weber 1952), die rhombischen Eiweifkérper von Opuntia inermis 
(Miliéié 1956) und schlieBlich die von Miliéié und PlavSié (1956) 
bei Opuntia brasiliensis und Epiphyllum truncatum entdeckten Eiweif- 
drusen. 

Trotz verschiedener Reaktionen konnte leider die chemische Natur der 
Kristallaggregate von Chlorophytum comesum vorlaufig nicht geklart wer- 
den. Vielleicht bringen Fluorochromierungsversuche Klarheit. Hieriiber wird 
an anderer Stelle berichtet werden. 

Es ist vielleicht noch erwihnenswert, daf mit Beginn der Bliihperiode 
simtliche Einschluf@koérper nur mehr sehr selten anzutreffen sind. Auch die 
Kallosebildungen sind dann vollkommen verschwunden. Hierin kénnte 
vielleicht die Erklarung liegen, daB die hier beschriebenen Einschliisse bisher 
der Beobachtung entgangen sind. Man kénnte nun vermuten, daf diese 
cytologischen Einschliisse Reservesioffe sind, die wiederum in den Stoffwech- 
sel einbezogen werden. Es ist aber zu beriicksichtigen, da auch mitunter 
Stoffe resorbiert werden kénnen, die nicht den Charakter von Reservestoffen 
tragen. 


5. Kaktorubin 


Anhangsweise sei erwahnt, da® neben den geschilderten Einschliissen in 
Chlorophytum comosum in Epidermis- und SchlieBzellen ein roter Farbstoff 
auftritt. Leider waren in diesen Zellen keine Kristalldrusen vorhanden, so 
da nicht festgestellt werden konnte, ob sie sich mit diesem Farbstoff tingie- 
ren, wie es die ,.Stachelkugeln“ von Opuntia zeigen, die Weber, Kenda 
und Thaler 1952 b in den Epidermiszellen dieser Pflanze gefunden haben. 
Die Kristallaggregate von Chlorophytum comosum sind aber mit diesen 
sicher nicht identisch. da sie sich unter anderem z. B. in Essigsiure lésen. 


Zusammenfassung 


In den Epidermiszellen von Chlorophytum comosum (und auch Chloro- 
phytum elatum) kommen in den Vakuolen Kristalldrusen vor. deren chemi- 
sche Natur noch nicht eindeutig festgestellt werden konnte. Da neben den 
Drusen auch noch lebhaft bewegliche Cytoplasmaballen, die als x-Bodies 
angesehen werden und auch fibrillire Eiweifspindeln beobachtet wurden, 
wird angenommen, da’ die erwahnten Kristalldrusen ebenfalls Stoffwechsel- 
produkte virusinfizierter Zellen sind. Auch polsterartige Kallosebildungen 
an den Zellwanden dieser Zellen sowie die Ubertragbarkeit durch Einreiben 
von Preftsaft verstarken dic Vermutung, daft alle diese Inhaltskérper als 
Folge einer Virusinfektion in den Zellen entstanden sind. 
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R. Biebl, W. Url und Gertrude Janeéek: Strahlenschutz an Pflanzenzellen 


Einleitung 


Untersuchungen iiber prophylaktischen Strahlenschutz durch vor der 
Bestrahlung dargebotene chemische Stoffe und durch therapeutische Be- 
handlungen nach erfolgter Bestrahlung sind heute zu einem zentralen Ge- 
biet strahlenbiologischer Forschung geworden. Diese Fragen sind nicht nur 
wegen der steigenden Verwendung ionisierender Strahlen in Biologie, Me- 
dizin, Landwirtschaft und Technik von gréfter praktischer Bedeutung, son- 
dern auch fiir die theoretische Erforschung der primiren Strahlenwirkung 
in der lebenden Substanz von hohem Interesse. Eine erste lehrbuchmaBige 
Zusammenstellung dieses Fragenkomplexes geben Bacq und Alex- 
ander (1958). 

Die unmittelbare physikalische Wirkung ionisierender Strahlen besteht 
in lonisationen und Anregungen der getroffenen Atome. Im ersten Fall 
wird durch die einstrahlende Energie ein Elektron aus der Atomhiille 
herausgeschlagen, wodurch das Atom zu einem positiv geladenen, reaktions- 
fihigen Ion wird, im zweiten wird ein Elektron auf eine Quantenbahn 
mit hdherem Energieniveau gehoben. Auch angeregte Molekiile kénnen zer- 
fallen (wie etwa das Wassermolekiil in freie Radikale) und damit, ebenso 
wie die Ionisation, die Voraussetzung fiir chemische Anderungen schaffen, 
die dann ihrerseits zu physiologischen, morphologischen oder, bei entspre- 
chender Intensitat, zu letalen Veranderungen fiihren kénnen (vgl. Gordon 
1957, Kusin 1957, Maurer 1958, Fritz-Niggli 1959). 

Die klassische Treffertheorie zog im wesentlichen nur die durch Ioni- 
sation oder Anregung unmittelbar betroffenen Atome oder Molekiile in 
Betracht. Diese durch direkte Treffer in der Materie hervorgerufenen Ver- 
inderungen sind, aufer durch physikalische Abschirmung, nicht zu ver- 
hindern und irreversibel. Die in der Zelle bzw. im Organismus zu beobach- 
tenden biologischen Strahlenwirkungen lassen sich aber meist nicht allein 
durch derartige Treffer in besonders lebenswichtige Molekiilverbande er- 
klaren, wie dies etwa bei strahleninduzierten Genmutationen médglich ist. 
Schon Chromosomenbriiche werden heute vielfach nicht mehr auf direkte 
» Treffer“ zuriickgefiihrt, sondern auf chemische und physikalisch-chemische 
Veriinderungen der Desoxyribonukleinsiure (DNS) in den Chromosomen. 
Auch Mitosehemmungen werden durch strahlenbedingte Stoffwechselstérun- 
gen im Zellkern erklart (Maurer 1959). 

Der weitaus gréRere Teil der Strahlentreffer erfolgt aber auch nicht in 
solchen hochkomplizierten, lebenswichtigen Molekiilverbanden, sondern in 
der wiissrigen Phase des Protoplasmas, wo sie zur Bildung von freien Radi- 
kalen, Peroxyden und hochaktiven Jonen fiihren. Diese aber sind in der 
Lage, Enzyme anzugreifen oder normale Reaktionsabliufe entscheidend zu 
beeinflussen und dadurch biologische Wirkungen auszulésen. Freie, nach 
Réntgenbestrahlung entstandene Radikale wurden auch schon in Pflanzen, 
z.B. in Gerstenkérnern (Zimmer, Ehrenberg und Ehrenberg 
1957) und in Samen von Vicia faba (Kling miller und Saxena 1959) 
nachgewiesen. 


Uber den Wirkungsmechanismus der bisher aufgefundenen Schutzstoffe 
Protoplasma, Bd. LIII/3 22 
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kann nichts Allgemeingiiltiges ausgesagt werden. Es sind of recht heterogene 
Stoffe, die eine Schuizwirkung ausiiben, wahrend chemisch nahe verwandte 
Stoffe sich in ihrer Schutzwirkung unterscheiden. Es wird daher angenommen, 
dafi es verschiedene Méglichkeiten der Schutzstoffwirkung gibt. Bei den 
einen steht die Eigenschaft leicht oxydierbar zu sein im Vordergrund, wo- 
durch die intrazellulire Sauerstoffspannung erniedrigt wird, bei anderen 
ihre Fahigkeit fiir den normalen Stoffwechsel gefahrliche Radikale zu bin- 
den, die dritten gehen vielleicht eine reversible Verbindung mit einem 
Rezeptor ein und heben dadurch dessen Reaktionsfahigkeit gegeniiber den 
freien Radikalen auf (z. B. Verbindung mit der prosthetischen Gruppe eines 
Enzyms) usw. Auch auf die Blockierung der Oberflache von Mitochondrien, 
z.B. durch Farbung mit Berberinsulfat, wurden Strahlenschuizeffekte zu- 
rickgefiihrt (Meisel et al. 1959). 

Die meisten Untersuchungen iiber die Wirkung chemischer Strahlen- 
schutzstoffe wurden bisher an Tieren (Mausen, Ratten, Meerschweinchen) 
bzw. tierischen Geweben ausgefiihrt (neuere Zusammenfassungen: P any 
1957, Hollaender et al. 1958, Langendorff 1958). 

Aber auch an pflanzlichen Objekten konnte die Wirksamkeit 
chemischer Strahlenschutzstoffe festgestelli werden, so an  Bakterien 
(Hollaender und Stapleton 1953, 1956: Schutz durch Cysteamin, 
Langendorff, Koch und Hagen 1955 u.a.), Pilzpornen (Kolmark 
1958), Hefen (Meisel et al. 1959) oder an Wurzelspitzen von Allium cepa 
(Riley 1952, Forssberg und Nybom 1953: durch Cystein), Trade- 
scantia (Mikaelsen 1954: Schutz durch Cystein und NaCN) und Vicia 
faba (Wolff 1954: Schutz durch 2,3-Dimercaptopropanol). Bei den drei 
letztgenannten Objekten wurden Mitoserate und Zahl von Chromosomen- 
aberrationen als Test herangezogen. 

Durch vierstiindige Vorbehandlung keimender Erbsen (Pisum satioum) 
mit einer 1/4000 NaCN-Lésung konnte die das Wurzelwachstum hemmende 
Wirkung einer 350 r-Réntgenbestrahlung vermindert werden (Bacq und 
Herve 1951, zit. und Abb. in Bacq und Alexander 1958), Einen ahn- 
lichen Schuizeffekt konnien Maurer und Schreiber (1959) nach 30 Mi- 
nuten Vorbehandlung mit 2°/,, Cysteaminlésung an réntgenbestrahlien 
Wurzeln von Vicia faba erzielen. 

Eine Schutzwirkung durch Nachbehandlung mit Schutzstoffen wurde an 
Vicia faba beobachtet. deren Samen trocken bestrahlt (R6éntgenstrahlen. 
3000 r bei Dosisleistung von 600 r/min, 200 kV und 0,5 mm Cu) und nachher 
zwei Stunden in von der Cronescher Nahrlésung + 5% wafriger Cystein- 
lésung (1:1) gequollen und hierauf in reiner Nahrlésung weiterkultiviert 
wurden (Krake, Kiinkel und Schmermund 1957, und Kiinkel 
und Schubert 1959). Cysteinamin hatte die gleiche Wirkung. 

Damit stimmt eine Beobachtung der drei erstgenannten Autoren iiberein, 
wonach auch an Siebenschlafern, die im Zustand des Winterschlafes bestrahli 
worden waren, drei Wochen nach der Bestrahlung eine volle Schutzwirkung 
durch Cystein erreicht werden konnte. Hier ist wohl anzunehmen, daf die 
bei der Bestrahlung entstandenen Ionisationsprodukte erst wirksam zu wer- 
den beginnen, wenn die Lebensfunktionen wieder voll in Gang gesetzt wer- 
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den, so daff eine Verabreichung von chemischen Schutzstoffen erst zu diesem 
Zeitpunkt auch noch schadliche Reaktionsablaufe zu verhindern vermag. Im 
allgemeinen wird man aber als feststehend annehmen diirfen, daB die 
Wirksamkeit der Schutzstoffe an ihr Vorhandensein im Protoplasma zum 
7eitpunkt der Bestrahlung gebunden ist. Daf namlich auch bei trocken be- 
strahlten Samen eine nachfolgende Behandlung mit Schutzstoffen nicht unter 
allen Versuchsbedingungen zum Erfolg fiihrt, zeigen Versuche von K lin g- 
miller (1959), der bei trocken bestrahlten und anschlieBend mit Cystein 
und Cysteamin behandelten Samen von Vicia faba keine Schutzwirkung 
finden konnte. 

Untersuchungen an Dauergewebszellenhéherer Pflanzen. 
etwa Blatt- oder Stengelepidermen, wurden bisher noch nie durchgefiihrt. 
Aber gerade die Pflanzenzelle, die infolge ihrer GréRe und Differenzierung 
nicht nur die Bestimmung der tédlichen Strahlendosis, sondern auch die 
Beobachtung verschiedenster strahlenbedingter Veranderungen im Proto- 
plasma, im Zellkern und an den Plastiden und Chondriosomen erlaubi. 
erscheint fiir die Untersuchung der Wirkung von Strahlenschutzstoffen be- 
sonders vielversprechend (Biebl 1960 a). 

Pflanzliche Dauergewebszellen wurden daher als Objekt vorliegender 
Untersuchung gewahlt. 

Als Strahlung wurden in den meisten bisher iiber die Wirkung 
chemischer Strahlenschutzstoffe veréffentlichten Arbeiten Réntgen- oder 
Gammastrahlen beniitzt. Diese beiden Strahlenarten sind fiir Untersuchun- 
gen an erwachsenen, vegetativen Pflanzenzellen wenig geeignet. In eigenen 
Versuchen konnten durch 100.000 r Réntgenbestrahlung und nach Wanner 
(1945) durch 48.000 r im Cytoplasma von Aufenepidermiszellen der 
Zwiebelschuppe von Allium cepa keine mikroskopisch zu erfassenden 
Effekte erzielt werden. Um an dem genannten Objekt unmittelbar durch 
Vitalfarbung nachweisbare Plasmaschadigungen zu erhalten, erwiesen sich 
Réntgenbestrahlungen mit 120.000 bis 800.000r notwendig (Strugger. 
Krebs und Gerlach 1953). Auch Dauerbestrahlung mit Gammasirahlen 
des Co bewirkt in vegetativen Zellen verschiedenster Pflanzen keine mikro- 
skopisch durch Plasmolyse- oder Vitalfarbungsversuche erkennbaren Ver- 
anderungen (Bieb1 1956). 

Wesentlich gréfere Empfindlichkeit gegen Réntgenstrahlen besitzen 
allerdings embryonale und teilungsfahige Zellen, aber auch diese nur in 
ganz bestimmten Entwicklungsstadien, z.B. bestimmten Phasen wahrend 
der Keimung (Lit. bei Bieb 1] und Pa pe 1951, Bieb1 1958, 1959 a, b) oder 
in bestimmten teilungsfahigen Geweben, wie den Nodien von Tradescantia 
(Bieb] 1959, 1960b). Hier sind durch einmalige Réntgendosen zwischen 
250—500 r schon deutliche, im weiteren Entwicklungsverlauf sichtbar wer- 
dende Effekte zu erreichen. Diese Zellen sind aber wiederum so klein, da® 
sie sich fiir zellphysiologische Untersuchungen nicht eignen. 

Wir haben daher in unserer ersten Untersuchung iiber chemischen Strah- 
lenschutz an Pflanzenzellen kurzwellige ultraviolette Strah- 
len (<310 my) einer Quecksilberdampflampe zur Erzielung der Strahlen- 
schadigung verwendet. Uber die Art der schadigenden Wirkung dieser 
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Strahlen auf Zellen von Meeresalgen (Bie bl 1952), von Laub- und Leber- 
moosen (Bie b1| 1954) sowie auf Zellen der Epidermis der Zwiebelschuppen 
von Allium cepa (Bieb] 1942a, b, Glubrecht 1935, Toth 1949, See- 
mann 1950, Bie bl und Ur] 1958) lagen uns reichlich Erfahrungen vor. 
Diese Strahlen kénnen bei einer Brennerentfernung von ca. 20 cm schon nach 
15 Sekunden Einwirkung nachweisbare Veranderungen im Protoplasma be- 
wirken und nach 45 Sekunden Einwirkung zum Zelltod fiihren. 


Die Verwendung kurzwelliger UV-Strahlen war aber auch deshalb von 
Interesse, um festzustellen, wie weit deren Wirkung iiberhaupt mit jener 
ionisierender Strahlen von der Art der Réntgen- oder Gammastrahlen zu 
vergleichen ist. Nach Lea (1946) und Gray (1955, zit. nach Fritz- 
Niggli 1959) kann nach Untersuchungen an Viren und Bakterien die 
Anregung als Ursache des biologischen Effektes im Vergleich zur Ionisation 
vernachliissigt werden. Die Energie der kurzwelligen UV-Strahlen reicht 
aber im wesentlichen nur zu Anregungen in der getroffenen Materie aus. 

Daf aber auch durch Anregungen hochaktive lonen, Radikale und Per- 
oxyde entstehen kénnen, ist bekannt. Jn vitro wurden als Folge von Bestrah- 
lung mit kurzwelligem UV schon zahlreiche derartige Zerlegungen nachge- 
wiesen (Zusammenfassung bei Livingston 1955). 


Es ist auch gelungen, ahnlich wie bei den ionisierenden Strahlen, die 
Wirkung kurzwelliger UV-Bestrahlung auf chemischem Weg zu beeinflussen 
und gewisse Schutzwirkungen zu erzielen (Zusammenfassungen bei S i m 0- 
nis 1954, 1955, 1956. Simonis und Glubrecht 1957). So konnten 
Schutzwirkungen beobachtet werden nach Entfernung von Sauerstoff wah- 


rend der UV-Besirahlung, wodurch der Ablauf oxydativer Prozesse vermin- 
dert wird (R. B. Mefferd jr. und T. S. Matney 1952) oder durch SH- 
Gruppen tragende Verbindungen wie Cystein und Glutathion, durch die 
Oxydationen verhindert oder oxydierte SH-Enzyme oder andere Proteine 
mit SH-Gruppen wieder reduziert werden (Calcutt 1950, Giese u. Mit- 
arb. 1955). Ferner konnte eine Verminderung der UV-Wirkung erreicht wer- 
den durch Zugabe von Stoffwechselprodukten. wie Brenztraubensaure 
(Heinmets, Taylor und Lehman 1954), durch Enzymhemmstoffe wie 
Natriumazid (Berger u. Mitarb. 1953) oder durch Zusaiz von Katalase, 
von der angenommen wird, daf sie die durch indirekte Strahlenwirkung 
gebildeten organischen Peroxyde wieder abbaut. 

Giese und Mitarb. (1955) geben eine kritische Ubersicht iiber die hin- 
sichtlich der Peroxydwirkung bestehenden Arbeiten und kommen auf Grund 
dieser und eigener vergleichender Untersuchungen iiber die Wirkung von 
UV-Strahlen und von H,O, auf das Protozoon Colpidium colpoda und auf 
Spermien des Seeigels Strengylocentrotus purpuratus zu dem Schlu®: 
.Enough difference in action between UV and peroxyde exists to cast doubt 
on interpreting UV-action by peroxyde formation. Enough similarity exists 
in their action on some biological phenomena to make further pointed ex- 
periments desirable.* 

Fiir unsere Strahlenschuizversuche an Pflanzenzellen haben wir als erste 
Substanz Thioharnstoff gewahlt. Er zahlt zu den am langsten be- 
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kannten Schutzstoffen gegen die indirekte Wirkung ionisierender Strahlen. 
Uber seine Wirkungsweise schreibt Koch (1958): Nach den Unter- 
suchungen von Dale (1952), Cole, Fishler und Bond (1953), 
Rosen, Brohult und Alexander (1957) sowie Kusin (1957, 
H.5) kann der Thioharnstoff in vitro als Akzeptor der unter der Bestrah- 
lung entstehenden OH-Radikale angesehen werden. Ob dasselbe auch fiir 
die Verhiltnisse in vivo gilt, scheint fraglich. In den Experimenten von 
Mikaelsen (1955) mit Tradescantia ist es vorstellbar. Jedoch fallt bei 
Tierversuchen, worauf vor uns (Langendorff, Koch und Hagen 
1954) schon Haley und Mitarbeiter (1951) hingewiesen worden ist, auf, 
daf ein Schutzeffekt des Thioharnstoffes erst im toxischen Dosenbereich er- 
zielt wird. In weiteren Untersuchungen haben wir es auferst wahrscheinlich 
gemacht, dai der toxische Effekt des Thioharnstoffes fiir seine Strahlen- 
schutzwirkung verantwortlich ist (Langendorff, Koch und Hagen 
1954 a, b). Nach Applikation einer fiir den Strahlenschutz notwendigen Dosis 
entwickeln sich bei Ratten und Mausen sehr schnell Lungenveranderungen 
im Sinne eines Lungenédems, besser einer Pneumonose (K oc h 1955). Diese 
reichen vollstandig aus, um den Thioharnstoffeffekt im Sinne einer Sauer- 
stoffmangelwirkung zu erklaren. Das heif®t, durch Minderung der Gasaus- 
tauschvorginge in der Lunge kommt es zum Absinken des Sauerstoffpartial- 
druckes in den Geweben und damit zu einem Anstieg der Strahlenresistenz.* 

Diese Darstellung zeigt, wie kompliziert und schwer durchschaubar die 
Strahlenschutzwirkung des Thioharnstoffes im tierischen Organismus ist. 
Dem gegeniiber liegen die Verhaltnisse in einem einschichtigen, grofzelligen 
Pflanzengewebe unvergleichlich einfacher. Hier kann die Schutzwirkung des 
Thioharnstoffes direkt an der einzelnen Zelle beobachtet und durch ver- 
schiedene Versuchsanstellungen variiert werden. 

Ein wichtiger Faktor kommt gegeniiber den ionisierenden Strahlen im 
engeren Sinn des Wortes bei der Untersuchung der Schuizwirkung gegen 
kurzwellige UV-Strahlen aber noch hinzu. Und das ist die rein physikalische 
Absorption dieser Strahlen durch die verwendeten Schuizstoffe. Diese kann 
bei manchen Substanzen, auch bei Verwendung sehr verdiinnter Lésungen, 
iiberraschend grof sein und die Entscheidung schwer machen, wie weit eine 
erzielte Schutzwirkung durch ,konkurrierende Absorption“ oder durch 
chemische Reaktionen im Plasma zustande kommt. 

Vorliegende Arbeit wird sich daher in vier Teile zu gliedern haben: 
1. Die Wirkung der UV-Strahlen auf die unbehandelten Zellen, 2. die Wir- 
kung des Thioharnstoffes auf die unbestrahlten Zellen, 3. die Wirkung des 
Thioharnstoffes als Schutzstoff in der UV-bestrahlten Zelle und 4. die UV- 
Absorption des Thioharnstoffes. 


Material und Methode 


Als Hauptversuchsobjekt wurde die Innenepidermis der Zwiebelschuppen 
von Allium cepa gewahlt. Sie gehért zu den meist untersuchten und best- 
bekannten zellphysiologischen Objekten. Fiir eine Reihe von Vergleichsver- 
suchen wurden auch die Aufenepidermis der Zwiebelschuppe sowie Epi- 
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dermiszellen der Mittelrippe der Blattunterseite von Rhoeo discolor und des 
Rotkohls (Brassica oleracea) herangezogen. 

Die Priparation der Innenepidermis der Zwiebelschuppen von 
Allium cepa erfolgie nach der von Strugger (1949) empfohlenen Me- 
thode. Den fiir die Bestrahlung nétigen Schnittgréen entsprechend wurden 
die auRersten fleischigen Zwiebelschuppen (2.—3.) in etwa 1% cm breite Sek- 
toren zerlegt und die urspriinglich noch festanliegenden, aus einer einzigen 
Zell-Lage bestehenden Innenepidermen mittels einer Rasierklinge zu etwa 
5mm breite Querstreifen eingeschnitten. Diese so vorbereiteten Zwiebel- 
schuppen wurden hierauf in einem weithalsigen Flaschchen in Leitungs- 
wasser mittels einer Wasserstrahlpumpe entliiftet bzw. mit Wasser infil- 
triert. Nach dieser Behandlung lassen sich die rechteckigen Epidermisstiicke 
ohne jede Schiidigung von der Zwiebelschuppe abheben. 

Diese Schnitte wurden hierauf als Kontrolle auf Leitungswasser bzw. 
zur Vorbehandlung mit dem Strahlenschutzstoff auf verschieden konzen- 
trierte Thicharnstofflésungen schwimmend aufgelegt. Ein Untertauchen der 
Schnitte bringt die Gefahr des Einrollens mit sich und zeitigt auch keine 
anderen Ergebnisse. 

Zur Bestrahlung wurden die Schnitie auf einer Glasplatte entweder 
auf eine mit Wasser (Kontrolle) oder auf eine mit der Thioharnstofflésung 
getrinkte vierfache Filterpapierlage mit den Schmalseiten nebeneinander 
aufgelegt und durch ein quer dariibergelegtes Schott WG .-Filter zur Halfte 
abgedeckt. Durch zeitlich abgestuftes Dariiberschieben einer schwarzen 
Platte konnten die Schnitte einer Serie verschieden lang bestrahlt werden. 
Die bestrahlte Seite wurde durch Abschneiden einer Ecke markiert. Wah- 
rend der Bestrahlung erhielten die Schnitte nur durch ihre Unterseite 
Feuchtigkeit aus dem Filterpapier. Die Oberseite wurde vor der Bestrahlung 
stets mit einem Filterpapier sorgfaltig abgesaugt, so da keine oberhalb der 
Zelle befindliche Thioharnstoffschichte die Strahlenwirkung zusitzlich ab- 
schirmen konnte. 

Angaben iiber die Methodik der Transmissionsmessungen und der 
Kiivettenfilterversuche finden sich im Abschniit IV. 

Da die durch das WG,-Filter abgedeckten Hialften auch nach den lang- 
sten angewandten Bestrahlungszeiten noch keinerlei Schadigung zeigten. 
kénnen die auf den vollbestrahlten Halften beobachteten Veranderungen 
der Wirkung der UV-Strahlung kiirzer als 310 mw zugeschrieben werden. 

Als Strahlenquelle diente eine Astralux-Quarzanalysenlampe mit 
einem geraden Hochdruckquarzbrenner (AS 300) aus 23cm Entfernung bei 
normaler Netzspannung von 220 Volt. Kontrollmessungen ergaben aller- 
dings, da® meist nur eine Spannung von 205 Volt oder etwas dariiber ge- 
geben war. Das Spektrum des verwendeten AS-300-Brenners zeigt bei etwa 
225m eine unterste, ganz schwach erkennbare Emissionslinie. Das Ergeb- 
nis von Filterversuchen zeigt aber, da, biologisch nachweisbar, von dem 
Quarzbrenner auch noch kiirzerwellige Strahlen ausgesendet werden. 

Die mikroskopische Untersuchung wurde mit einem Zetopan-Mikroskop 
der Firma Reichert mit Anoptralkontrast und Dunkelfeld ausgefiihrt. Be- 
obachtet wurde im allgemeinen 24 Stunden nach der Bestrahlung. 
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I. Die Wirkung der UV-Strahlen auf die unbehandelten Zellen 


Vor Beginn der Versuche iiber die Wirkung von chemischen Sirahlen- 
schutzstoffen war es notwendig, sowohl die Resistenz wie auch zytomorpho- 
logisch und zellphysiologisch erfafbare Folgen der UV-Bestrahlung an den 
nicht vorbehandelten Objekten zu untersuchen. 

Fiir die Epidermen der Zwiebelschuppen von Allium cepa konnien alle 
iilteren Beobachtungen einwandfrei bestiatigt werden (Biebl 1942a, b 
Toth 1949, Seemann 1950, Biebl und Url 1958). 

Als in ihrer Resistenz gegen UV-Strahlen (< 310m) am gleichmiafig- 
sten erwies sich wiederum die zarte Innenepidermis der Zwie- 
belschuppe. Sie zeigt unter den oben angegebenen Versuchsbedingun- 
gen 24 Stunden nach der Bestrahlung mit grofer Regelmafigkeit nach 
45 Sekunden Bestrahlung ein teilweises und nach 1 Minute Bestrahlung ein 
vollstandiges Absterben. Gelegentlich war in einem Versuch die Lebens- 
grenze um eine Zeitstufe nach oben, ganz selten auch nach unten ver- 
schoben. 


Die AuRenepidermen der Zwiebelschuppen von Allium 
cepa zeigen hingegen bei verschiedenen Zwiebeln und auch bei verschie- 
denen Schuppen derselben Zwiebel gréfere Resistenzunterschiede. Diese 
diirften in erster Linie auf die verschiedene Dicke der bei der Bestrahlung 
der Strahlenquelle zugewandten Epidermisaufenwand zuriickzufiihren 
sein. So lag z. B. in einem gegebenen Fall die Todesgrenze der Epidermis 
der von aufen 1. Schuppe (auRere Zellwand 7—8 uw dick) bei 4 Minuten, 
in der 3. Schuppe (Zellwanddicke 6 ~) bei 3 Minuten und in der innersten, 
6. Schuppe (Zellwanddicke 5 ~) bei 2 Minuten Bestrahlung (Bie b1 1942 a). 
Sogar das immer wieder zu beobachtende unregelmafige Absterben der be- 
strahlten Zellen innerhalb eines Schnittes wird zumindest zum Teil durch 
eine verschiedene Membrandicke zu erklaren sein. Toth (1949) hat Quer- 
schnitte durch die Auffenepidermis einer Zwiebelschuppe hergestellt und 
in 33 aufeinanderfolgenden Zellen bei einer durchschnittlichen Zellwand- 
dicke von 12,2 « Schwankungen von 7,5 « bis zu 17 « feststellen kénnen. 

Eine schiitzende Wirkung der Epidermisaufenwand, insbesonders der 
Kutikula, gegen UV-Sirahlen wurde auch von verschiedenen anderen 
Autoren angenommen (Stahl 1909, Kluyver 1911, Ursprung und 
Blum 1917, Meind! 1934, Wuhrmann-Meyer 1941 u. a.). 

Diesen verschiedenen Zellwanddicken der Aufenepidermis steht bei den 
Innenepidermen der Zwiebelschuppen eine sehr gleichmafige Mem- 
brandicke von etwa 4 w gegeniiber. Die Innenepidermen zeigen daher auch 
in den verschiedenen Zwiebelschuppen und bei verschiedenen Zwiebeln 
eine sehr gleichmafige UV-Resistenz. 

Hoélzl und Bancher (1959) beobachteten in den flavonhiltigen 
Vakuolen von Aufenepidermen gelber Zwiebelsorten starke Absorptionen 
im langwelligen UV (300—400 mu) und vermuten, daf ahnliche Absorp- 
tionen auch im kurzwelligen UV-Bereich erfolgen und diese zumindest fiir 
den darunterliegenden Plasmawandbelag einen Schutz bedeuten. Sie ver- 
weisen dabei auch auf eine iltere Beobachtung, wonach anthokyangefirbte 
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Zwiebel-Innenepidermiszellen, wie sie in roten Zwiebeln gelegentlich vor- 
kommen, eine groéfere Resistenz gegen kurzwelliges UV besitzen als unge- 
farbte Zellen (Biebl 1943). Die Autoren meinen, da Unterschiede im 
Flavongehalt und der Schichtdicke der Vakuolen in den Aufenepidermen 
der Zwiebel die zu beobachtende Streuung zwischen verschiedenen Schup- 
pen und Zwiebelsorten erkliren kénne. Daf derartige UV-Absorptionen im 
Zellsaft auf die Strahlenwirkung Einflu& nehmen kénnen, wird auch bei 


Tabelle 1. UV-Resistenz verschiedener Epidermen (24 Stunden nach der Bestrah- 
lung). 
| = lebend, —| = einige Zellen tot, + = teilweise abgestorben, + = tot. 





\ Dicke der Epider- Bestrahlungsdauer in Minuten 
Objekt cs rm Re | 
misauBenwand / 4/1 /)1%} 2 |2%) 3|3%| 4 








Allium cepa, 
Innenepidermis 





Allium cepa, 
AuBenepidermis 





Rhoeo discolor, 
Blattunterseite 
Rotkohl, 
Blattunterseite 





Eigenabsorption von chemischen Strahlenschutzstoffen nicht iibersehen wer- 
den diirfen, wenn auch anzunehmen ist, daB die wesentliche Schidigung 
der Zelle von der UV-Strahlung abhiangt, welche die oberhalb der Vakuole 


Tabelle 2. Allium cepa, Innenepidermis, Abhangigkeit der UV-Strahlenwirkung von 
der Entfernung der Strahlenquelle (24 Stunden nach der Bestrahlung). 





Entfernung von der __ Bestrahlungsdauer in Minuten 


Strahlenquelle y,| % | x, | 1 1144 a8 





“ 4 





19,6 cm | 
23,0 cm 
26,6 em 


gelegene, direkt der Strahlenquelle zugewandten und von ihr nur durch die 
Zellwand getrennte Plasmaschichte trifft. 

Wenn auch keineswegs angenommen werden soll, da® die Dicke der 
Epidermisaufenwand bzw. ihrer Kutikula der einzige Grund fiir das ver- 
schiedene Resistenzverhalten der Epidermiszellen verschiedener Pflanzen 
ist und daf nicht daneben auch wesentliche plasmatische Resistenzunter- 
schiede gegeben sein kénnen, so zeigt sich doch bei unseren vier Objekten 
eine recht gute Beziehung zwischen UV-Resistenz und Dicke der’ auferen 
Zellwand (Tab. 1). 

Wichtig fiir die Vergleichbarkeit verschiedener Versuche ist eine genaue 
Einhaltung des gleichen Abstandes von der Strahlenquelle. Wie stark sich 
die biologische Strahlenwirkung mit der Entfernung von der Strahlenquelle 
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indert, zeigt Tab. 2. Fiir unsere Versuche wurde daher einheitlich eine Ent- 
fernung von 23cm gewahlt. 

Die Todesbilder der durch UV-Strahlen getéteten Zellen sind nicht 
hesonders kennzeichnend. Die toten Zellen der Zwiebelschuppen-Innen- 
epidermen zeigen ein koaguliertes, manchmal etwas abgehobenes Proto- 
plasma. Die Zellkerne sind rund, scharf konturiert, stark lichtbrechend und 
haufig von einem kreisrunden Hof im koagulierten Plasma umgeben. Zur 
Untersuchung der AuBenepidermen wurden stets rote Zwiebeln verwendet. 
deren Aufenepidermiszellen einen anthokyangefirbten Zellsaft enthalten. 
Das gleiche war der Fall bei den Epidermen der Blattunterseite von Rhoeo 
discolor und des Rotkohls (Brassica oleracea). Bei allen drei Objekten ist 
der Eintritt des Zelltodes infolge Verlustes der Semipermeabilitait des 
Protoplasmas mit einem Austritt des rotgefarbten Zellsaftes und damit 
einem Ausbleichen der toten Zellen verbunden. Das tote Plasma ist wiederum 
koaguliert, die Zellkerne treten, meist etwas briunlich verfarbt, deutlich 
hervor. Beim Roitkohl ist die etwas gréBere Strahlenempfindlichkeit der um 
die Spaltéffnungen gelegenen Nebenzellen von protoplasmatisch-anatomi- 
schem Interesse. Sie sterben meist um eine Bestrahlungsstufe friiher ab als 
die tibrigen Epidermiszellen. 

Die plasmatischen Verainderungen in den absterbenden, ja 
auch in den mit subletalen Dosen bestrahlten Zellen sind hingegen sehr 
charakteristisch. 

Hinsichtlich der UV-Strahlenwirkungen auf die Zellen der Innen- 
epidermis der Zwiebelschuppen von Allium cepa darf im ein- 
zelnen wieder auf die alteren Arbeiten (Bie bl 1942 a, b, Bie bl und Url 
1958) verwiesen werden. 

Die Plasmastrémung ist 24 Stunden nach 2 und 35 Sekunden Be- 
strahlung noch normal stark und kraftig. Nach 10 Sekunden Bestrahlung 
ist sie schon deutlich gehemmt und nach 30 Sekunden Bestrahlung meist 
vollkommen sistiert, doch sind die Zellen in diesem Zustand noch besiens 
plasmolysierbar. Die 45 Sekunden besirahlien Zellen sind in dieser ge- 
schilderten Versuchsreihe zum groBten Teil tot. 

Die Wasserpermeabilitat wird durch die Bestrahlung erhdéht. 
Dies aufert sich in einem friiheren und schnelleren Plasmolyseeintritt in 
den bestrahlien Zellen gegeniiber jenen der durch das WG,-Filter abge- 
deckten Hialfte desselben Schnittes. Auch dies ist schon nach subletalen 
Bestrahlungszeiten von 135 und 30 Sekunden sehr deutlich, und zwar sowohl 
unmittelbar nach der Bestrahlung wie auch nach tagelangem Liegen in 
Wasser. 

Die Viskositat des Plasmas wird durch die Bestrahlung herab- 
gesetzt. Die mit subletalen Dosen besirahlten Zellen zeigen namlich 
nicht nur infolge des beschleunigten Wasseraustrittes in einer hyper- 
tonischen Lésung einen schnelleren Plasmolyseeintritt, sondern auch schnel- 
lere bikonvexe Rundung des abgehobenen Protoplasten. In den durch das 
WG .-Filter abgedeckten Kontrollhalfien bleiben die Protoplaste wesent- 
lich langer konkav und an den Schmalseiten zipfelig ausgezogen. 

Die Zellkerne scheinen gegeniiber dem Cytoplasma durch gréfere 
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Strahlenempfindlichkeit ausgezeichnet zu sein. Im Dunkelfeld kann man in 
den absterbenden Schnitten haufig die Zellkerne schon zu einem Zeitpunkt 
aufleuchten sehen, zu dem die Zellen noch plasmolysierbar sind. 

Der Tonoplast, die innere Plasmagrenzschichte. die die Zellsaft- 
vakuole umschlieBt, erweist sich hingegen als resistenter als das iibrige Cyto- 
plasma und behalt langer seine Semipermeabilitat. Ein Stadium des Ab- 
sterbeverlaufes ist dadurch ausgezeichnet, daf in einer hypertonischen 
Lésung (z. B. 0.7 KCI) nur noch Tonoplastenabhebungen auftreten, wahrend 
das iibrige Protoplasma bereits abgestorben und koaguliert ist (Abb. 1). 


Abb. 1. Allium cepa, Innenepidermis. 24 Stunden nach 1 Minute UV-Bestrahlung. 


Bis auf zwei lebende. plasmolysierte Zellen (links, Mitte) durchwegs Tonoplasten- 
plasmolysen (in 0.7 KCl). 


Die Chondriosomen, Leukoplasten und Sphirosomen 
zeigen verschiedenes Verhalten. Wahrend die Chondriosomen und Leuko- 
plasten schon auf schwichste, subletale Bestrahlungen mit einer Abrundung 
reagieren, sind die Spharosomen sogar im koagulierten Plasma der toten 
Zellen noch unverandert als im Dunkelfeld hell aufleuchtende Kiigelchen 
erhalten. 

Die Permeabilitatsverhaltnisse der AuBenepidermis der Zwiebel- 
schuppen von Allium cepa wurden besonders von Toth (1949) eingehend 
untersucht. Es sei als guter Test subletaler UV-Strahlenwirkung vor allem 
die schon von Bieb| (1942 b) beschriebene Hemmung der Glyzerinperme- 
abilitat genannt. Schon unmittelbar nach der Bestrahlung deplasmolysieren 
die in 0.7 mol Glyzerin plasmolysierten Schnitte in ihren voll bestrahlten 
Halften langsamer als in den durch WG, abgedeckien Konirollhalften. 


Nach 24 Stunden erhéht sich diese Permeabilitatshemmung in den subletal 
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bestrahlten, ansonsten vollkommen frisch und gesund aussehenden Zellen 
auf das Fiinffache (Toth 1949). 

Bei Verwendung einer 1,0 mol Glyzerinlésung dauert 24 Stunden nach 
der Bestrahlung die Deplasmolyse in den vollbestrahlten Zellen viele Stun- 
den, wenn sie iiberhaupt erreicht wird. In den abgedeckten Kontrollhalften 
kommt es nach dieser Zeit, wahrscheinlich durch die lange Wasserung. auch 
zu einer gewissen Hemmung der Glyzerinpermeabilitat, doch ist die Deplas- 
molyse nach etwa 1 Stunde vollstandig erreicht, wahrend die vollbestrahlte 
Halfte nach dieser Zeit noch durchwegs starke bikonvexe Plasmolysen zeigt. 

Die Reihenfolge der Wirkungen Hemmung der Plasmastrémung, Ein- 
stellen der diese noch eine zeitlang fortsetzenden BMB, Veranderungen am 
Zellkern und schlieBlich Veranderungen am allmahlich absterbenden Cyto- 
plasma wurde auch von Glubrecht (1953) am gleichen Objekt bei ver- 
schiedener monochromatischer UV-Bestrahlung zwischen 234 und 303 mu 
beobachtet. 


II. Wirkung des Thioharnstoffes auf die unbestrahlte Zelle 
1. Resistenz gegen Thioharnstoff 


Um die fiir Strahlenschutzversuche geeigneten Konzentrationen des 
Thioharnstoffes zu ermitteln, wurde vorerst die Resistenz unserer Objekte 
gegen Thioharnstoff bestimmt. 

Daf Thioharnstoff in hypertonischen Konzentrationen wesentlich schad- 
licher fiir die Pflanzenzellen ist als Harnstoff, ist schon durch die Unter- 
suchungen von Héfler (1939) bekannt geworden: ,Die Protoplasten der 
Stengelhautzellen von Gentiana Sturmiana oder Gentiana germanica, die 
fiir Harnstofflésungen rapid durchlassig sind, sind gleichwohl gegen 
den Harnstoff in hohem Grad resistent. Sie kénnen in der anfangs hyper- 
tonischen Lésung von 1,0 oder 1,2 mol nach dem Plasmolyseriickgang tage- 
Jang und, in Wasser zuriickgebracht. wochenlang am Leben bleiben.* Bringt 
man die gleichen Zellen in eine hypertonische Lésung von 1,0 bis 1,5 mol 
Thioharnstoff, so tritt zuerst auch normale Plasmolyse ein, doch schon nach 
1% bis 2 Minuten dehnen sich die Protoplaste wieder aus. Dabei bilden sich, 
uhnlich der bekannten Kappenplasmolyse in Alkalisalzen (H6fler 1928, 
1934) beiderseits des von Anthokyan rot gefarbten Zellsaftraumes durch 
Quellung des Plasmas farblose Kappen aus. ..,Beobachtet man solche Zellen 
weiter, so sieht man oft, da die auferen Konturen der Protoplasten sich 
rasch vorschieben, wodurch die Kappen an Breite zunehmen, wiahrend gleich- 
zeitig die ebenfalls halbkugeligen Tonoplastenkonturen am Platz bleiben 
oder sich nur wenig bewegen.“ Wahrscheinlich infolge Verfestigung des 
Tonoplasten unter der Einwirkung des Thioharnstoffes und des in der 
Vakuole zunehmenden Druckes kommt es kurze Zeit spater zu einem Platzen 
der Tonoplasten und damit einem Absterben der Zellen. 

.Die iuBere Hautschichte wird offenbar vom Sulfoharnstoff viel leichter 
passiert als der Tonoplast. Mit anderen Worten, die Intrabilitat der Stengel- 
epidermiszellen von Gentiana ist auch fiir den Sulfoharnstoff viel gréfer 
als die Permeabilitat.* Dieser Befund Héflers (1939) wird fiir die Er- 
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klarung der schnellen Schutzwirkung des Thioharnstoffes in unseren Strah- 
lenschutzversuchen noch von Bedeutung werden bzw. seine Bestatigung 
finden. 

Wir priiften die Thioharnstoffresistenz unserer Versuchs- 
objekte nach einer in zahlreichen Untersuchungen iiber chemische Resistenz 
pflanzlicher Protoplasmen bewahrten Methode (Bie b1 1947). Die Schnitte 
wurden in abgestufte Konzentrationen von 0.01 bis 1,0 mol Thioharnstoff 
eingelegt und 48 Stunden spiater auf ihren Lebenszustand durchgesehen. 
In 1,.0mol Thicharnstoff waren simitliche gepriifte Objekte (Allium cepa, 
Innen- und AuBenepidermen der Zwiebelschuppen. Rhoeo discolor und 
Rotkohl. Blattunterseite sowie Blatichen einiger Moose wie Bryum capillare, 
Scapania aspera, Bazzania trilobata, Hookeria lucens) abgestorben. In 
0.1 mol lebten alle. Um 0.3 bis 0.4 mol lagen die Todesgrenzen. 


Tabelle 3. Thioharnstoffresistenz der Innenepidermis einer Zmiebelschuppe von 
Allium cepa (48 Stunden Einwirkungsdauer). 





Thioharnstoff in mol 
Objekt 





Allium cepa, 
Innenepidermis 


2. Schuppe von auBen 


Die Hauptversuche hinsichtlich der Thioharnstoffwirkung wurden, wie 
auch spater die iiber seine Strahlenschutzwirkung. mit Innenepidermen der 
Zwiebelschuppen von Allium cepa durchgefiihrt. Verwendet wurde meist die 
3. Schuppe von aufen. Der osmotische Wert dieser Zellen in einem 
bestimmten Versuch entsprach 0,4 mol Traubenzucker, d. h. in 0,3 mol Trau- 
benzucker keine Plasmolyse. in 0.4 mol in einem Teil der Zellen schwache 
Grenzplasmolyse, in 0,5 mol in allen Zellen Plasmaabhebungen. Der in 
diesem Versuch festgestellte osmotische Wert gilt aber nicht allgemein fiir 
alle Zwiebeln und auch nicht fiir alle Schuppen einer Zwiebel. Schon seit 
Germ (1938) und Houska (1939) ist bekannt, daB der osmotische Wert 
der Zwiebelschuppenepidermen von den auferen zu den inneren Schuppen 
ansteigt. daf er von der Basis zur Spitze einer Schuppe zunimmt und sich 
im Verlauf der Entwicklung andert. 

Wurde in gleicher Weise in einer Thioharnstoffreihe die Grenzplasmolyse 
erregende Konzentration gesucht, so zeigte sich, daf innerhalb von 15 Mi- 
nuten erst die Konzentrationsstufen von 0.6 mol aufwarts Plasmaabhebun- 
gen verursachien. In 0.4 und 0.5 mol muBte es daher innerhalb dieser Zeit 
unter dem EinfluB des Thioharnstoffes entweder zu einem Plasmolysever- 
zug gekommen sein oder es hielten sich der osmotische Wasserentzug und 
das Eindringen des Thioharnstoffes die Waage. 

Der in Tab. 3 wiedergegebene Resistenzversuch wurde Ende Mirz ange- 
stellt. Die vom Markt kezogenen Zwiebeln waren vor Verwendung 3 bis 
10 Tage bei +5°C gelagert. Im Spatherbst auf ihre Resistenz gepriifie 
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Zwiebeln zeigten, wie oben angegeben, eine etwas gréRere Thioharnstoff- 
empfindlichkeit. Ursache hiefiir kann eine Sortenverschiedenheit, méglicher- 
weise aber auch ein jahreszeitlich gegebener Resistenzunterschied gewesen 
sein. Derartige Verschiebungen der chemischen Resistenz in verschiedenen 
Entwicklungs- und Alterszustanden sind von anderen Objekten her bekannt 
(Biebl und Rossi-Pillhofer, 1954). 

Fiir die in den Strahlenschutzversuchen gewahlte Einwirkungsdauer er- 
wiesen sich diese innerhalb von 48 Stunden auftretenden Resistenzunter- 
schiede jedoch als unerheblich, da es sich zeigte, da selbst die im Verlauf 
von 48 Stunden unbedingt letale Konzentration von 0,7 mol bei einer Ein- 
wirkungsdauer von nur 30 Minuten und nachtraglicher Ubertragung in Lei- 
tungswasser auch nach mehreren Tagen noch zu keiner tédlichen Schadigung 
der Zellen fiihrt. 

Auch beim Rotkohl erwiesen sich hypertonische Thioharnstofflésun- 
gen als sehr schadigend. In einem orientierenden Versuch entsprach der 
osmotische Wert bei Grenzplasmolyse 0.4 mol Traubenzucker. In 0,3 mol 
Thioharnstoff waren nach 24 Stunden alle Zellen lebend. in 0,6 mol alle tot. 
2, Wirkung subletaler Thioharnstoffkonzentrationen 

auf das Protoplasma 


Systrophen, d.s. Zusammenballungen des Plasmas um den Zell- 
kern, sind in einem bestimmten Konzentrationsbereich der Thioharnstoff- 
reihe regelmafig zu beobachten. In einer bestimmten Versuchsreihe waren die 
Schnitte 48 Stunden nach dem Einlegen in die Lésungen von 0.6 mol Thio- 


harnstoff aufwarts abgestorben. In 0.7 mol Th.H. waren die toten Kerne 
granuliert. in nicht ganz gleichmaiger Rundung, mit ihren Nukleolen deut- 
lich zu sehen. In 0.6 mol Th.H. waren sie hingegen durch eine koagulierte. 
um den Kern zusammengeballte Plasmamasse verdeckt. Von 0.5 mol Th.H. 
abwarts lebten die Schnitte. In 0.5 mol und 0.4 mol hatten sich deutlich 
Systrophen ausgebildet. Im Dunkelfeld strahlen die kleinen Kiigelchen der 
Sphirosomen wie unzahlige leuchtende Piinktchen in den um den Kern 
angesammelten Plasmamassen auf. In 0,3. 0.2 und 0.1 mol Th.H. waren 
hingegen keine Systrophen aufgetreten. 

In einer zweiten, gleichartigen Versuchsreihe waren dieselben Erschei- 
nungen zu beobachten, nur um eine Konzentrationsstufe nach abwarts ver- 
schoben. Die Todesgrenze lag bei 0.5 mol Thioharnstoff. In 0,6 und 0,7 mol 
war keine Systrophe eingetreten, in den 0,5 mol Th.H. abgestorbenen Zellen 
waren noch Reste von Systrophe um die toten Kerne zu erkennen. In 0.4 
und 0.3 mol lebten alle Zellen und waren durch starke systrophische Plasma- 
zusammenballungen ausgezeichnet. die in 0.2 und 0,1 mol vollstandig fehlten. 

Url (1960). der der Systrophe in Thioharnstofflésungen und in Misch- 
lésungen mit Traubenzucker eine eigene Studie gewidmet hat, fand gleich- 
falls nach 48 Stunden Liegen der Innnenepidermen von Allium cepa- 
Zwiebelschuppen in 0.1, 0.2 und 0.3 mol Th.H. keine und in 0,4 mol schwache 
systrophische Plasmasammlungen um die Zellkerne. Er schreibt: Diese 
Lésung (0.4mol Thioharnstoff) ist eigentlich knapp hypertonisch, es tritt 
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aber, wohl infolge von Permeation, keine Plasmolyse ein.“ Hiezu ist zu be- 
merken, daf{ wir in unserer oben angefiihrten Versuchsreihe in 0.4 und 
055 mol Th.H. sogar nach 48 Stunden noch einige ganz schwache, in ihrer 
Riickdehnung steckengebliebene Plasmaabhebungen beobachten konnien. 
DaB zum Eintritt der Systrophe unter Einwirkung von Thioharnstoff 
ein Plasmolysereiz nétig ist. konnte Url durch Anwendung von Misch- 
lésungen bestens beweisen. Wurde namlich einer bereits Plasmolyse bewir- 
kenden 0,6 mol Traubenzuckerlésung 0.1, 0.2 oder 0.3 mol Thioharnstoff 
zugefiigt, so trat in allen Fallen schon etwa 4 Stunden nach dem Einlegen 


Abb. 2. Allium cepa, Innenepidermis. Nach 48 Stunden Aufenthalt in 0,5 mol Thio- 
harnstoff plasmolysiert in 1.5 mol Glyzerin. 


der Zwiebel-Innenepidermen in deren Zellen deutliche Plasmasystrophe auf. 
Daf es dabei auf den zugegebenen Thioharnstoff und nicht nur auf den 
Plasmolysereiz ankam, ergab sich aus Parallelversuchen, in denen Zwiebel- 
Innenepidermen in 0,6 mol Traubenzucker, 0.6 mol Glyzerin oder 0,6 mol 
Harnstoff eingebracht wurden. In diesen Fallen kam es trotz Plasmolyse 
niemals zur Bildung von Systrophen. 

Auch die Plasmastrémung wird durch den Thioharnstoff beein- 
flu@t: In der oben angefiihrten ersten Versuchsreihe mit der Todesgrenze 
in 0,6 mol Th.H. war 48 Stunden nach dem Einlegen in die Lésungen in 0.1. 
0.2 und 0,3 mol Th.H. noch gute Plasmastrémung zu beobachten. In 0,4 mol 
waren die verschiedenen Plasmaorganellen (Chondriosomen, Spharosomen) 
noch in schwach zitternder Brownscher Molekularbewegung und in 0,5 mol 
war das Plasma bereits vollig ersiarrt. In der zweiten Reihe mit der Todes- 
grenze in 0,5 mol Th.H. war nach 48 Stunden Einwirkung ebenfalls in 0,1 
und 0,2 mol noch verhalinismaBig gute Plasmastrémung erhalten, in 0,3 und 
0.4mol hingegen nur mehr BMB. 
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Die Plasmolyseform (Weber 1924, 1925) der 48 Stunden mit 
Thioharnstoff vorbehandelten Schnitte laBt in den héchsten noch nicht 
letalen Konzentrationen eine Verfestigung des Protoplasmas erkennen, auf 
die auch schon Héfler (1939) und Url (1960) hingewiesen haben. Abb. 2 
zeigt Zwiebel-Innenepidermiszellen aus 0,5 mol Thioharnstoff (48 Stunden 
Kinwirkung) plasmolysiert in 1,5 mol Glyzerin. Die Protoplaste sind tief 
buchtig abgehoben und zeigen haufig kleine runde Dellen. Lécher oder Fen- 
ster, ahnlich wie sie neben Dellen bei Plasmolyse von Jost (1929) an 
Valonia-, von HO f ler (1932) an Cladophora- oder von K iister (1933) an 


3 
* 


Abb. 3. Allium cepa. Innenepidermis. Nach 48 Stunden Aufenthalt in 0.4 mol Thio- 
harnstoff plasmolysiert in 1.5 mol Glyzerin. 


Codium-Protoplasten erstmals beschrieben und auch an stark UV-bestrahl- 
ten AuRenepidermen von Allium-Zwiebelschuppen nach Plasmolyse in CaCl, 
oder KCI (Bie b 1] 1942 a) beobachtet wurden, waren hingegen nicht zu sehen. 

Diesen zihen, tiefkonkaven, fast krampfigen Plasmaabhebungen stehen 
nach gleich langer Vorbehandlung mit 0.4 mol Thioharnstoff und weniger 
in 1.5 mol Glyzerin saubere bikonvexe Plasmolysen gegeniiber. Auf Abb. 3 
ist zu sehen, daB es dabei auch gelegentlich zu ..Kappenbildungen* kommen 
kann. Die Dunkelfeldaufnahme laBt weiters an dem Aufleuchien 
der zahlreichen Sphiarosomen die systrophische Zusammenballung des 
Plasmas um die Zellkerne erkennen. In der Zelle links oben liegt der 
Systropheklumpen in der Zellmitte zwischen dem zweigeteilten Tono- 
plasten. 

Die Chondriosomen erweisen sich, was ihre Form anlangt, ebenso 
wie gegen verschiedene andere schadliche Einwirkungen, auch gegen Thio- 
harnstoff als sehr empfindlich. Wahrend sie nach 48 Stunden Aufenthalt der 
Innenepidermisschnitte in Leitungswasser im allgemeinen in Form kiirzerer 
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oder langerer, sich im stré6menden Plasma schlangelnd dahin bewegender 
Stabchen ausgebildet sind, sind sie nach der gleichen Zeit schon in 0,05 mol 
Thicharnstoff durchwegs kurz oder iiberhaupt abgerundet. Gleiches gilt 
fiir die im Wasser haufig amoéboid, zipfeligen winzigen Leukoplasten. 
Auch diese runden sich nach langerem Aufenthalt in Thioharnstofflésun- 
gen ab. 


3. Die Permeabilitat des Thioharnstoffes 


Die Permeabilitat des Thioharnstoffes. seine Fahigkeit in die Zelle ein- 
zudringen, ist fiir seine Wirkung als Strahlenschutzstoff von ganz be- 
sonderem Interesse, denn, wie schon einleitend erwahnt, nur der bis zum 
Zeitpunkt der Bestrahlung in die Zelle bzw. in das Protoplasma eingedrun- 
gene Stoff kann eine Schutzwirkung ausiiben. 

»Die Permeierfahigkeit der Harnstoffderivate spielt seit Overton 
(1899) in der Permeabilitiatstheorie eine bedeutsame Rolle. Methylharnstoff 
und Sulfoharnstoff dringen wesentlich rascher durch das Plasma als der 
Harnstoff, obwohl ihr Molekularvolumen gréBer ist: dies ist eine Tatsache, 
die erkennen lat. daB die Molgréfe nicht in erster Linie fiir die Permeier- 
fahigkeit einer Verbindung bestimmend sein kann. Die Lipoidléslichkeit 
der genannten Verbindungen ist dagegen gréRer als die der Stammsubstanz 
Harnstoff, was mit der Forderung der Léslichkeitstheorie in Einklang steht~ 
(Héfler 1934). 

Exakte Permeabilitatsbestimmungen in gleichmafig, annahernd recht- 
eckig geformten Zellen erméglicht die plasmometrische Methode 
Héflers (1918, ausfiihrliche Beschreibung der Methode spiater bei Hi fler 
1934b, Hofmeister 1935, Strugger 1935u.a.). 

Als Ma® der Permeabilitaét wird iiblichherweise verwendet AG und P’. 

AG ist die Anderung des Plasmolysegrades pro Stunde (G, — G,). Als 
Plasmolysegrad G wird das Verhaltnis des Volumens des Protoplasten zu 


P ; Te oe : 
dem der Zelle bezeichnet (G — - Dieses errechnet sich nach der Formel 
Z 


1 b 
G= ; “ wobei | die Linge des bikonvex abgehobenen Protoplasten, h die 


Lange der Zelle und b die Breite der Zelle bzw. des Protoplasten ist. Wurde 
eine Zelle in einer hypertonischen Lésung von der Konzentration C’ plas- 


? Vp 
molysiert, so ergibt sich ihr osmotischer Wert aus der Gleichung O = a c 
Z 
oder O=G-C. Handelt es sich um eine permeierende Substanz, so dehnt 
sich der Protoplast in dem Maf, in dem diese ins Zellinnere (Vakuole) ein- 


dringt, wieder aus. Die osmotische Wertzunahme O, — O,=C (G,— G,) 


laBt die Menge des eingedrungenen Plasmolytikums erschliefen. Fiir ein be- 
stimmies Zeitintervall (Beobachtungszeiten t,und ¢,) ist die Stoffaufnahme 


Y 


M—C.- cs, ME oder auf die Stunde berechnet VM —C -AG. 


2— ty 
P’ ist die ..Permeationskonstante des Protoplasten“ fiir den betreffenden 
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Stoff (die auf die Flacheneinheit des Protoplasten reduzierte ,,Permeations- 
konstante des Protoplasmas“ wird mit Collander als P bezeichnet). 
, C—e e e . “1 ° ° . r 

r= “a wobei c die jeweilige Konzentration des bereits in den Zellsaft 
eingedrungenen Diosmoticums in mol darstellt, die nach Héfler (1934) 
durch lineare Extrapolation aus der Stoffaufnahme des zu wertenden Inter- 
valles berechnet wird. Ashida (s. Hofmeister 1938, 1949, Kreuz 
1941) weist darauf hin, daf sich das c in obiger Formel auf den Innenraum 
der entspannten Zelle und nicht auf den jeweilig von dem sich ausdehnenden 
Protoplasten eingenommenen Raum bezieht und daher genauer noch durch 
p } G,+G4 

den mittleren Plasmolysegrad g (= a) des gewerteten Intervalles 


6 
- 


dividiert werden muff. Mit dieser ..Ashida-Korrektur* lautet die Formel 
M 
oe 
Thioharnstoff erweist sich, wie schon aus den Resistenzversuchen hervor- 
gegangen ist, in hypertonischen Lésungen meist als recht schadlich. Perme- 


abilitatsbestimmungen nach obiger Methode sind daher nur an besonders 
resistentem Material moéglich. 


daher P’ — 


Handelt es sich nun um die Bestimmung der Permeabilitat von Stoffen, 
die in héheren Konzentrationen schadlich wirken, so bedient man sich mit 
Vorteil der sogenannten Partialmethode (Hofmeister 1935). 
Hiezu werden die Schnitte zuerst in einer Traubenzuckerlésung von der 
Konzentration C plasmolysiert. Der erreichte Plasmolysegrad sei G. Hierauf 
werden die Schnitte in eine kombinierte Lésung von der gleichen Trauben- 
zuckerkonzentration plus einer noch unschadlichen Konzentration (D) des 
zu untersuchenden Diosmotikums iibertragen. Unter der Einwirkung der 
jetzt héheren Gesamtkonzentration wird der Vakuole neuerlich Wasser 
entzogen und der Protoplast zieht sich weiter zusammen. Weil aber das 
Zusatzplasmolytikum im Gegensatz zum Traubenzucker allmahlich durch 
das Plasma in die Vakuole eindringt, dehnt sich der Protoplast — entspre- 
chend der Geschwindigkeit der Permeation des betreffenden Stoffes — 
wieder bis auf den durch die Zuckerlésung bedingten Plasmolysegrad aus. 
Aus der plasmometrisch gemessenen Riickdehnungskurve laft sich wiederum 
die Permeationskonstante P’ berechnen. Fiir die durch die Partialmethode 


; ; ; : M ; 
gewonnenen Konstante P’y gilt die Beziehung ee os wobei zur 


Berechnung von M die Gesamtkonzentration C + D herangezogen werden 
muB und c’ die bis zur Messung in die Zelle eingedrungene Menge des Zu- 
satzplasmolytikums bedeutet. 


Fiir einen relativen Vergleich der Permeationsgeschwindigkeit verschie- 
dener Diosmotica geniigt oft auch schon die Bestimmung der De plas mo- 
lysezeit, d.h. der Zeit vom Einlegen des Schnities in das hypertonische 
Diosmoticum bis zur vollstandigen Wiederausdehnung des anfangs durch 
Wasserentzug abgehobenen, plasmolysierten Protoplasten. 

Protoplasma, Bd. LIII/3 
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Nach Hofmeister (1949) laRt sich aber auch aus einem Deplasmo- 
lysezeit- Versuch mit guter Annaherung P’ berechnen, und zwar nach folgen- 
der Formel: (C—O) - 60 

; M: vie 120 (C—O) 


BRS oe, £2) ed) oly eeepc Dy) ems ena 
oe a ext T(C +0) 


P’ , = Permeationskonstante in einem Deplasmolysezeit-Versuch gemessen, C = Kon- 
zentration des auf seine Permeation zu bestimmenden Plasmolytikums, O = der 
osmotische Wert des Objektes (bestimmt mit einer nicht permeiernden Rohr- oder 
Traubenzuckerlésung nach O = C.G, T = Deplasmolysezeit. 


Diese Methode laBt sich auch im Partialverfahren anwenden: 
ee 3 M D- 60 120 
Pao=C—c.= ee ik 


? 


P= Permeationskonstante im Partialverfahren in einem Deplasmolysezeit-Ver- 
such gemessen. D=Konzentration des permeierenden Zusatzdiosmoticums, 
T = Deplasmolysezeit. 

(Cc — 

T 
aus der erstangefiihrten Gleichung auch zur orientierenden Bestimmung des 
AG im Deplasmolysezeit-Versuch, und zwar nach der Formel: 

(C—O) -60 

T-C 

Die in der Literatur mitgeteilten Permeationskonstanten P’ fiir den 
Thioharnstoff zeigen recht verschiedene Werte und schwanken zwischen 
0,10 und 8,40. Um die allgemeinen Permeabilitatsverhaltnisse der betreffen- 
den Plasmen naher zu charakterisieren, sind in Tab. 4 zum Vergleich auch 
die P’-Werte fiir Harnstoff, Methylharnstoff und Glyzerin angefiihrt. Auch 
die von uns bestimmten P’-Werte fiir Allium cepa (Innenepidermis) und 
Rotkohl (Epidermis der Blattunterseite) sind in diese Zusammenstellung auf- 
genommen. 

Zur Bestimmung der Thioharnstoffpermeabilitat der Zwiebel-Innen- 
epidermen mute wegen der groen Schadlichkeit hypertonischer Thioharn- 
stoffkonzentrationen die Partialmethode angewendet werden. Den Verlauf 
eines solchen, an vier Zellen plasmometrisch gemessenen Partialversuches 
(0.5 mol Traubenzucker + 0,4 mol Thioharnstoff) zeigt Abb. 4. 

Nach Ubertragung aus 0,5 mol Traubenzucker in die Mischlésung ziehen 
sich die Protoplaste zuerst rasch zusammen, um sich dann gemaB dem Eintritt 
des Thioharnstoffes langsam wieder auszudehnen. Es wurden aus den Kur- 
ven die AG-Werte gerechnet. Eine Berechnung von P’ konnte unterbleiben. 
da sich bei so langsamer Permeation die Werte fiir AG und P’ kaum unter- 
scheiden. Die AG-Werte waren fiir Zelle 1: 0,126, fiir Zelle 2: 0,096, fiir 
Zelle 3: 0,132 und fiir Zelle 4: 0,090. 


U rl (1951, 1952) verwendete den Hofmeisterschen Ansatz M = 


AG = 


Auch im Deplasmolysezeit-Partialversuch P'2,= a) ergab sich fiir 
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Thioharnstoff ein den obigen Messungen entsprechender Wert fiir P’ um 
0,1. Die Riickdehnungszeiten bewegten sich um 20 und 24 Stunden. 
Die Permeationskonstanten fiir Harnstoff und Glyzerin wurden nach der 
_ 120 ae 
~ T(C+0) 
bestimmt. Der osmotische Wert O entsprach 0,45 mol Traubenzucker. Die 
Konzentration C des Plasmolytikums betrug in beiden Fallen 0,8 mol. In 


normalen Deplasmolysezeitmethode von Hofmeister (P 


Tabelle 4. Zusammenstellung einiger bekannter Permeationsmerte fiir Thioharn- 
stoff und einige andere Diosmotica (geordnet nach steigender Thioharnstoff-Per- 
meation), 





Thio- | | MaB 


: Harn- | Methyl- | : 
Objekt —_ stoff hecnanalt | Glyzerin | der Autor 
= | 





| 
| 





: 
Caltha palustris 0,105 | 0,07 2 0,116 Hofmeister 1935 
Allium cepa, I. E. 0,12— 0,12 | — 0,066 

0,14 | | 
Rhoeo discolor 0,103 0,059 | 0,260 | Barlund 1929 
Anemone hepatica 0,21 | 0,078 0,016 Hofmeister 1935 
Chara ceratophylla | O25 | Ofer | 0,024 | Collander u. 

Barlund 1933 

Nitella mucronata 3,6 ers: 0,032 Collander 1954 
Tradescantia elongata 0,37 | 0,038 0,042 Hofmeister 1935 
Majanthemum bifolium 0,624 | 0,183 0,066 Ho6fler 1934 
Zygnema sp. 0,646 | 0,19 | 0,258 Hofmeister 1935 
Muscari racemosum | 0,884 | 0,377 0,69 Hofmeister 1935 
Rotkohl r B60 0,66 2,0 
Iris pseudacorus | 1,44 0,18 1,8 0,077 Hofmeister 1935 
Ranunculus repens | 1,83 | 0,144 0,89 0,750 Hofmeister 1935 
Elodea densa | 2,0 | 0,67 ay 0,14 Marklund 1936 
Fucus-Eier | 4,25 0,57 3,44 0,25 Resiihr 1935 
Taraxacum officinale | 6,54 | 3,88 4,92 0,474 Hofmeister 1935 
Lemna minor | 3,4 | 2,6 1,3 0,19 | Marklund 1936 


| 
| 


Harnstoff betrug die Deplasmolysezeit 4,5 Stunden, d. s. 270 Minuten, in 
Glyzerin 8,5 Stunden, d. s. 510 Minuten. Daraus errechnet sich P’, fiir Harn- 
stoff mit 0,12 und fiir Glyzerin mit 0,066. 


Es fallt gegeniiber allen in der Tab. 4 zusammengestellien bekanniten 
Permeabilitatswerten fiir Thioharnstoff und Harnstoff auf, daf bei Allium 
cepa, Innenepidermis, diese beiden Werte annahernd gleich hoch liegen. In 
allen iibrigen Fallen erfolgt die Permeation des Thioharnstoffes wesentlich 
schneller als die des Harnstoffes. 

Die Zellen der Epidermen der Blattunterseite des R ot k oh 1s folgen hin- 
gegen wieder der Norm. Thioharnstoff permeiert deutlich schneller als 
Harnstoff. Die unregelmafigen Formen der Rotkohlepidermis machen die 
Anwendung der plasmometrischen Methode fast unméglich. Es wurden daher 
wieder die Hof meistersche Deplasmolysezeitmethode herangezogen. 


23* 
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Zur Bestimmung der Thioharnstoffpermeabilitét wurde sie in der Ab- 
wandlung der Partialmethode angewendet. Es wurde eine Mischlésung von 


8 











tos 72+0%47HH 


Abb. 4. Bestimmung der Thioharnstoffpermeabilitét im Partialversuch an Allium cepa, Zwiebel-Innenepidermis. 





a 


0,46 mol Traubenzucker + 1.0 mol Thioharnstoff beniitzt. Die Deplasmolyse- 
zeit betrug um 120 Minuten. P’,, ist demnach rund 1,0. 
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Die Permeabilitat von Harnstoff und Glyzerin wurde mit der normalen 
Deplasmolysezeit-Methode bestimmt. Der osmotische Wert der Zellen liegt 
um 0,5 mol Traubenzucker. In 1,0-molarer Harnstofflésung betrugen die 
Deplasmolysezeiten um 30 Minuten, P’, war daher etwa 0,6. In 1,5 mol 
Glyzerinlésung betrugen die Deplasmolysezeiten ebenfalls um 30 Minuten, 
P’, war daher etwa 2,0. Die Rotkohlzellen zeigen also einen starken Gly- 
zerintyp (d. h. Glyzerin permeiert schneller als Harnstoff). In einem Fall 
konnte in einer etwas giinstiger geformten Zelle die Riickdehnung des Proto- 
plasten auch exakt plasmometrisch verfolgt werden. Bei zwei gemessenen 
Intervallen ergab sich fiir das erste ein AG von 2,3, fiir das zweite ein sol- 
ches von 1,6. 

Aus den P’-Werten fiir den Thioharnstoff laRt sich errechnen, wie viel 
von diesem Diosmoticum ungefahr in der Stunde in den Zellsaftraum ein- 

‘ a ? me M : 
dringt. Wie im vorigen ausgefiihrt, gilt P’ = ae . Da in der annaherungs- 

ans - 
weisen Berechnung mit der Deplasmolysezeitmethode c vernachlassigt wer- 
M : ae 
den kann, ist es erlaubt P’ = cq zu setzen. Daher ist die eingedrungene 
Menge M = P’.C. Danach wiirde nach unseren Werten in die Zwiebel- 
innenepidermiszelle ungefahr 0,05 mol, in die Rotkohlzelle hingegen 1.0 mol 
Thioharnstoff pro Stunde eindringen. z 


Tabelle 5. Verhaltnis der Permeation des Thioharnstoffes (=1) zu der einiger 
anderer Diosmotica. 
(Zusammenstellung aus der Literatur, Autoren wie Tab. 4.) 





| | | 
Thio- | | | 

es | Harn- | Methyl- | ,,. Harnstoff/ 
Cs — | stoff | harnstoff | Glyserin Glyzerin 








0,36 0,89 | 0,009 

0,59 0,75 | 0,025 

0,31 0,15 0,022 

0,52 0,88 | 0,096 

0,37 2,4 0,076 

0,33 0,85 0,07 

0,29 | ; @ 

0,13 | 0,059 

0,1 ; | 0,053 

0,98— | 0,47 

| 1,0 

| Tradescantia elongata 0,1 | 0,11 

| Zygnema sp. 0,29 | 0,4 

| Caltha palustris | 0,66 | 1,1 

| Muscari racemosum 0,45 2,3 0,83 
Rotkohl (Brassica oleracea) 0,66 | ise 

| Rhoeo discolor 0,56 1,8 | 35 


| Nitella mucronata 
Taraxacum officinale 
Lemna minor 
Chara ceratophylla 
Anemone hepatica 

| Elodea densa 

Majanthemum bifolium 


oantoaonrk W to = 


Fucus-Eier 


. 
i] 


| Iris pseudacorus 


| Allium cepa, I. E. 


ee ee ee ee 


2 


Ranunculus repens 0,078 | 0,48 0,4 
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Um einen Vergleich dieser beiden Permeationswerte mit den Weriten aus 
der Literatur zu erméglichen, wurden in Tab. 5 alle Thioharnstoffwerte 
gleich 1 gesetzt und die Werte fiir Harnstoff, Glyzerin und Methylharnstoff 
dazu ins entsprechende Verhalinis gebracht. Die Objekte sind angeordnet 
nach fallendem Harnstoff/Glyzerin-Verhialtnis. 
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blyzerm R 
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Abb. 5. Graphische Darstellung des Verhialtnisses der Permeation einiger Dios- 

motica (Harnstoff. Methylharnstoff. Glyzerin) zu der des Thioharnstoffes (= 1 

gesetzt.) Die Ziffern 1—15 auf der Abszisse geben die Nummer der verschiedenen 
Versuchspflanzen an (siehe Tab. 5). 


In Abb. 5 sind diese Permeationsverhaltnisse graphisch dargestellt, und 
zwar derart, daft die Pflanzen nach fallendem Verhaltnis Harnstoff/Glyzerin 
von links nach rechts angeordnet sind. Links stehen also die Pflanzen, bei 
denen der Harnstoff wesentlich schneller als Glyzerin permeiert (,,Harnstoff- 
typ”). rechts jene. deren Plasma fiir Glyzerin schneller durchlassig ist als 
fiir Harnstoff (..Glyzerintyp”). 

Es zeigt sich ein deutliches Parallellaufen der Linien fiir Harnstoff, Gly- 
zerin und Methylharnstoff. Die durch ihre Hohe herausfallenden Methyl- 
harnstoffwerte von Anemone (Nr. 3) und Iris (Nr. 9) diirften zu hoch gemes- 
sen sein. Es handelt sich namlich dabei um Falle, in denen der Methylharn- 
stoffwert iiber sechsmal héher ist als der Harnstoffwert. Collander und 
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Wikstrém (1949) haben aber dargetan, da® in solchen Fillen mit einer 
sekundiren, pathologischen Erhéhung der Permeabilitat des Methylharn- 
stoffes zu rechnen ist. 

Tragen wir unsere beiden Objekte, Allium cepa und Rotkohl, entspre- 
chend dem Verhiltnis ihrer Harnstoff- und Glyzerinpermeabilitat ein, so 
kommt Allium cepa zwischen die Pflanzen Nr. 9 und 10 (Iris und Tradescan- 
tia) und Rotkohl zwischen Nr. 13 und 14 (Muscari und Rhoeo) zu stehen. 
Wahrend sich nun die Werte fiir Rotkohl gut in die Kurven einfiigen. liegen 
die Punkte fiir Allium cepa um fast eine GréBenordnung zu hoch. Es findet 
sich in der Literatur kein Fall, in dem der Harnstoff auch nur annahernd so 
schnell permeiert wie der Thioharnstoff. Das laBt vermuten, daf die in den 
Partialversuchen gemessene Thioharnstoffpermeabilitat nur durch besondere 
Umstande so niedrig gehalien ist. Vermutlich hangt dies mit der schon im 
Kapitel itiber die Thioharnstoffresistenz erwahnten Verfestigung des Tono- 
plasten unter der Einwirkung des Thioharnstoffes zusammen, die anschei- 
nend mit einer Herabsetzung der Durdhlassigkeit fiir Thioharnstoff ver- 
bunden ist. Ob die Intrabilitat, d. h. das Eindringen des Thioharnstoffes bis 
in das Protoplasma auch schon verzégert ist, laBt sich durch diese Versuche 
nicht enischeiden. 


III. Schutzwirkung des Thioharnstoffes gegen UV-Bestrahlung 


1.Grundbeobachtungen 

Schon die ersten orientierenden Versuche an Innenepidermen der Zwiebel- 
schuppe. an Epidermiszellen der Blattunterseite (Mittelrippe) von Rhozo 
discolor und solchen der Blattunterseite vom Rotkohl (Brassica oleracea) 
ergaben nach Thioharnstoff-Vorbehandlung eine deutliche Schutzwirkung 
gegen kurzwellige UV-Strahlen und lieBen die Pflanzenzellen als sehr ge- 
eignete Objekte fiir die Priifung chemischer Schutzstoffe erkennen, woriiber 
hereits an anderer Stelle kurz referiert wurde (Bie b 1 1960). 


Tabelle 6. Rhoeo discolor, Blattunterseite, Mittelrippe. Schutzwirkung des Thio- 
harnstoffes, 24" nach der Bestrahlung. 





Art der 
Vorbehandlung 


Dauer der Bestrahlung (min) 





Kontrolle, H,O 
19h, 0,1 Thioharnstoff 


Entsprechend den urspriinglich angewandten langen Vorbehandlungs- 
zeiten von 4 bis 24 Stunden wurde 0,1 mol Thioharnstoff gewahli, welche 
Konzentration sich in den vorangegangenen Resistenzversuchen (vgl. II, 1) 
wihrend dieser Zeit als unschadlich erwiesen hat. Die Bestrahlung wurde 
auf mit Thioharnstoff getranktem Filterpapier vorgenommen. Nach der Be- 
strahlung wurden die Schnitte sofort in Flaschchen mit Leitungswasser 
iibertragen und im allgemeinen 24 Stunden spater untersucht. 
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Bei Rhoeo discolor (Tab. 6) lie® sich durch 19 Stunden Thioharnstoff- 
Vorbehandlung die Todesgrenze von 2 Minuten auf 4 Minuten Bestrahlung 
hinaufsetzen. 

Beim Rotkraut zeigten sich gleichfalls in jedem Versuch deutliche 
Schutzwirkungen des Thioharnstoffes, doch lagen bei verschiedenem Ver- 
suchsmaterial die Todesgrenzen sowohl bei den nichtvorbehandelten wie bei 
den mit Th.H. vorbehandelten Schnitten recht verschieden hoch (Tab. 7). 
Der Grund hiefiir diirfte, entsprechend den Erfahrungen an Zwiebel- 
schuppenaufenepidermen (vgl. Abschnitt I), zu einem wesentlichen Teil in 
verschiedenen Zellwanddicken der verwendeten Epidermen gelegen sein. 
Aus den verschieden langen Vorbehandlungszeiten in diesen zu verschiede- 
nen Zeiten durchgefiihrten Versuche kénnen daher keinerlei Schliisse ge- 
zogen werden. 


Tabelle 7. Rotkohl. Schutzwirkung des Thioharnstoffes. 24" nach der Bestrahlung. 
| 


nee: | poe Dauer der Bestrahlung (min) 








Datum | Vorbehandlung je : . ae : es Po Lite 
| 1 |1%/1%| 2 |2%| 3 |3% 





l l 
21.10. | Kontrolle, HO | 1 | 1 | + | + 


1959 | 24h 01 ThH. | 1 | lek 


a | 


28. 10. Kontrolle, H,O | 1 | 1 
1959 | 6h, 0,1 Th.H. 1 | | 1 





2.3. | Kontrolle, HO | 1 /| 1 | 1 
1960 4h, 0,1 Th.H. bik ha 





Die UngleichmaBigkeit dieses Materials war auch der Grund, weshalb 
fiir die meisten grofen Versuchsserien, zu denen manchmal bis zu 90 gleich- 
artiger Schnitte bendtigt wurden, Innenepidermen der Zwiebelschuppe von 
Allium cepa verwendet wurden, die ein viel einheitlicheres Verhalten auf- 
weisen. 

Um die Sonderstellung des Thioharnstoffes gegeniiber anderen 
osmotisch wirksamen Stoffen zu sichern, wurde an einer streng vergleich- 
baren Versuchsserie mit Innenepidermen der zweiten und dritten fleischigen 
Schuppe einer und derselben Zwiebel aufer mit 0,1 mol Thioharnstoff auch 
mit Harnstoff, Traubenzucker, Glyzerin, KC] und CaCl, vorbehandelt, und 
zwar jeweils 30 Minuten. AnschlieBend wurden die Schnitte auf mit den ent- 
sprechenden Lésungen getranktem Filterpapier bestrahlt. Nach der Be- 
strahlung wurden die Schnitte in Leitungswasser gehalten (Tab. 8). Als 
»unbestrahlte Kontrollen* dienten, wie bei allen Bestrahlungsversuchen, die 
mit dem Schott WG,-Filter (durchlissig fiir Strahlen langer als 310 my) 
abgedeckten Halften jedes Schnittes. Es ergab sich kein Fall, in dem diese 
wahrend der Dauer des Versuches eine Schadigung aufgewiesen hatten, so 
daf ihr Lebenszustand (,1“) in den Tabellen gar nicht angefiihrt wird. 

In allen folgenden, die Zwiebelinnenepidermis betreffenden Tabellen ist 
auch der Grad der Plasmastrémung vermerkt, doch soll auf diese erst in 
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einem spiteren Abschniit eingegangen werden. Es wird dann dort auf die 
Tabellen riickverwiesen werden. 

Das Ausmaft der Thioharnstoffschutzwirkung in den Innenepidermen 
der Zwiebelschuppe ist bei gleicher Th.H.-Konzentration (0,1 mol) nicht 
immer gleich groft. Die Versuche wurden nicht durchwegs mit der gleichen 
Sorte ausgefiihrt und zudem wurden die Zwiebeln zu verschiedenen Zeiten 
gekauft. Méglicherweise werden durch die Umstinde der Lagerung (beson- 
ders Temperaturunterschiede wahrend der Wintermonate) Unterschiede 
bedingt, die die Wirksamkeit des Strahlenschutzes beeinflussen. Wir 


Tabelle 8. Allium cepa. Innenepidermis. Schutz des Thioharnstoffes im Vergleich 
zu anderen Substanzen (24% nach der Bestrahlung). 





Dauer der Bestrahlung (min) 
Vorbehandlung 


(30 Minuten) 





1s 12 2 21/2 | 





MOMEFONG THO, 65 ok se ]-(-) 
mol Thioharnstoff. .... . } 

2 mol Hameo .......% 1-(-) 

mol Traubenzucker ..... 1-(-) 








mol Ghysesit 29.6 56. ss «6 EO? 
OG mek Men cs 4 6 kk oe te TG) 
O08 mol CaCl, «wc ke se FO 


Zeichen: |- - lebend, beste Plasmastrémung 


gute bis schwache Plasmasirémung 

schwachste Plasmastrémung bis BMB 

fast alles lebend, vereinzelte tote Zellen 

10—20% tot 

mehr als 20% tot 

alles tot, bzw. nur mehr vereinzelte Zellen lebend. 


erhielten aus unseren Versuchen den Eindruck, daf eine gréRere Gleich- 
mafigkeit der Schutzwirkung zu erreichen war, wenn die vom Markt gehol- 
ten Zwiebeln vor ihrer Verwendung 3—10 Tage in einem Kiihlschrank bei 
+5°C gehalten wurden. 


2 Abhaingigkeit der Schutzwirkung des Thioharn- 


stoffes von der Dauer der Vorbehandlung 

Wie schon erwahnt (Abschnitt II, 3) haben die Permeabilitatsversuche ein 
langsames Eindringen des Thioharnstoffes in die Vakuolen der Zwiebel- 
Innenepidermiszellen ergeben. Dies lie® die Notwendigkeit einer verhaltnis- 
maRig langen Vorbehandlung mit Thioharnstoff erwarten. 

Da in einigen Versuchen eine mehrstiindige Vorbehandlung (4, 6 und 
12 Stunden) mit 0,1 mol Thioharnstoff keine wesentlich anderen Ergebnisse 
zeitigten wie eine 30-Minuten-Vorbehandlung, wurde an streng vergleich- 
baren Epidermen einer und derselben Zwiebel noch kiirzere Einwirkungs- 
zeiten gepriift. Dabei zeigte sich, daf auch eine Verkiirzung der Vorbehand- 
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lungszeit auf 15, 10 und 5 Minuten nur eine geringfiigige Verminderung der 
Schutzwirkung mit sich brachte (Tab. 9). 

Da sogar eine nur 5 Minuten lange Vorbehandlung mit 0,1 mol Thioharn- 
stoff noch eine sehr deutliche Schutzwirkung hatte. wurde schlieBlich der 
Versuch gemacht, die Epidermisschnitte, aus Wasser kommend, nur auf mit 
0.1 mol Thioharnstoff getrinktem Filterpapier zu bestrahlen. AnschlieBend 
daran kamen die Schnitte, wie immer, sofort wieder in Leitungswasser 
Uberraschenderweise war auch diese kurze Einwirkungszeit ausreichend. 
um eine Schutzwirkung auszuiiben. Es sei in diesem Zusammenhang noch- 
einmal betont, daf die Epidermen dabei nur durch ihre Unterseiten von dem 


Tabelle 9. Allium cepa, Innenepidermis, Schutzwirkung von 0,1 mol Thioharnstoff 
nach verschieden langer Vorbehandlung (24% nach der Bestrahlung). 





Bestrahlungsdauer (min) 
Vorbehandlung 


21/, 





Bontralle, TH.0).. 00505 5 6 ek ats ° =) 

Oe ee NS Ae S| be “. I-(-) 
OR Erie. 26 Wee. wk ee ek se * * ]-(-) : : se 
Oto AOI ke oe es es ]-(+) : . 5 
OF Sisk, SoRns- 6 soe. Ps Ee ]-(+) : ; —|- 





Filterpapier den Thioharnstoff aufnehmen konnten. Die Oberseite wurde. 
wie immer, mit einem trockenen Filterpapier abgesaugt, so daf eine Ab- 


sorption der UV-Strahlen durch eine iiber den Schnitten stehende Thioharn- 
stoffschichte auf keinen Fall in Frage kam. 

Tab. 10 gibt einige Versuche wieder. in denen vergleichsweise die letale 
Bestrahlungsdauer bestimmt wurde von Kontrollen in Wasser, von Epider- 
men, die 30 Minuten mit 0.1 mol Thioharnstoff vorbehandelt auf thioharn- 
stoffgetranktem Filterpapier und solchen, die ohne Vorbehandlung nur auf 
Thioharnstoff bestrahlt wurden. 

Die Tab. 10 zeigt, daB trotz verschiedener absoluter Strahlenresistenz der 
verwendeten Epidermen und verschiedener Schiitzbarkeit in allen Fallen 
auch die nur auf Thioharnstoff bestrahlten Schnitte einen deutlichen Schutz 
erkennen lassen. Rechnet man fiir das Auflegen der Schnitte und die Vor- 
bereitung zur Bestrahlung 1% Minuten (eine Zeit, die bei allen iibrigen Vor- 
behandlungszeiten auch noch dazukommt), so waren die Epidermen maximal 
3% Minuten von der Unterseite her der Einwirkung des Thioharnstoffes 
ausgeseizt. Zieht man aber nur die Zeit bis zur tatsachlichen Bestrahlung der 
einzelnen Schnitte in Betracht, so ist diese fiir die niedereren Bestrahlungs- 
zeiten noch entsprechend kiirzer. 

Der Thioharnstoff muB also geradezu rapid in das Protoplasma ein- 
dringen — oder. sofern seine Schutzwirkung wesentlich auf Absorption be- 
ruht. die Zellwand imbibieren. 

Fiir diese Annahme spricht weiters auch die Schnelligkeit. mit der die 
Wirkung einer lingeren Vorbehandlung mit Thioharnstoff durch eine kurze, 
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5 Minuten lange Wiasserung vor der Bestrahlung fast oder ganz wieder auf- 
gehoben werden kann. Das wiirde heiffen, daf der im Plasma befindliche 


Tabelle 10. Allium cepa, Innenepidermis. Schutzwirkung einer Bestrahlung nur auf 
0,1mol Thioharnstoff ohne Vorbehandlung. 





Dauer der Bestrahlung (min) 
Vorbehandlung : 





Kontrolle, H,O 
0,1 Th.H., 30 Min. 


nur bestrahlt 
auf 0,1 Th.H. 


Kontrolle, HO, 
0,1 Th.H., 30 Min. 
nur bestrahlt 


auf 0,1 Th.H. 





Kontrolle, H,O : :  f | ue { 
0,1 Th.H., 30 Min. a ie ]-(-) 1-(-) ]-(-) 
nur bestrahlt A *(+) ]-(-) 1: 1: 

auf 0,1 Th.H. 





Kontrolle, H,O 


nur bestrahlt 
auf 0,1 Th.H. 


Thioharnstoff wieder ausgewaschen wird, wihrend der bereits in die Va- 
kuole eingedrungene Thioharnstoff bei der nachfolgenden Bestrahlung auf 


Tabelle 11. Allium cepa, Innenepidermis, Rasche Ausmaschbarkeit des Thioharn- 
stoffes (0.1 mol). 

Nur die 350 Minuten Th.H-Vorbehandlung zeigt nach 3 Minuten Auswaschen und 

Bestrahlung auf wassergetrinktem Filterpapier noch eine geringe Schutzwirkung. 





Bestrahlungsdauer (min) 
Vorbehandlung 





Kontrolle, H,O. 

30 Min. Th. H. heat 

30 Min. Th. H., 5 Min. H,O 

15 Min. Th. H., 5 Min. H,O 

10 Min.Th.H., 5 Min.H,O ... 

5 Min: Th. H., 5 MimHO ... | ie) 








wassergetranktem Filterpapier nicht rasch genug durch den Tonoplasten 
wieder ins Plasma austreten kann (Tab. 11). 
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3. Die Wirkung von Nachbehandlungen mit Thioharn- 
stoff 

Die Fahigkeit des Thioharnstoffes, fast augenblicklich in das Protoplasma 

(bzw. die Zellwand) der Innenepidermiszellen der Zwiebelschuppen ein- 

zutreten, erméglicht den zeitlich scharf abgegrenzten experimentellen Nach- 

weis, daf eine Strahlenschadigung nur verhindert bzw. abgeschwacht wer- 

den kann, wenn sich der Thioharnstoff zur Zeit der Bestrahlung 


in der Zelle befindet. 


Die Aufhebung der Schutzwirkung einer sonst ausreichenden Vorbe- 
handlung mit Thioharnstoff durch kurzes Auswaschen der Schnitte in 
Wasser hat dies nach der Seite vor der Bestrahlung schon gezeigt. 


Tabelle 12. Allium cepa, Innenepidermis. Wirkungslosigkeit von Nachbehandlungen 
mit 0,1 mol Thioharnstoff verschieden lang nach der Bestrahlung. 





Dauer der Bestrahlung (min) 
Behandlung ie ea or ke Tara 





Kontrolle. H,O 
30 Min. Th. H.-Vorbehandlung 








sofort. 

nach 5 Min. . 
nach 10 Min. . 
nach 30 Min. . 
nach 1 Stunde 


Zeiten 


in Th.H. 


a 
° 
2 
3 
~ 
— 
o 
x 
on 
= 
s 


verschied. 
30 Min. 


Bestr. 


nach 
fiir 





In den folgenden Versuchen wurden die Schnitte ohne Vorbehandlung 
auf wassergetrinkitem Filterpapier bestrahlt und unmittelbar nachher 
bzw. nach verschieden langem Zwischenaufenthalt in Wasser fiir 30 Mi- 
nuten in 0,1 mol Thioharnstoff gelegt. AnschlieRend wurden die Schnitie 
wieder in Wasser gebracht und wie immer 24 Stunden spater auf ihren 
Lebenszustand gepriift. 

In der Mehrzahl der Versuche war iiberhaupt keine Wirkung einer 
solchen Nachbehandlung zu beobachten (Tab. 12). 

Der in Tab. 12 dargestellte, an streng vergleichbaren Epidermisstiicken 
einer und derselben Zwiebel durchgefiihrte Versuch zeigte auch bei un- 
mittelbarer Ubertragung der auf Wasser bestrahlten Schnitte in 0,1 mol 
Thioharnstoff keine Schutzwirkung. Bei jeder Art von Nachbehandlung lag 
die Todesgrenze in genau gleicher Héhe wie bei den unvorbehandelten 
Konitrollen. 

Nur in einigen wenigen Fallen konnte bei unmittelbarer Ubertragung 
der auf Wasser bestrahlten Schnitte in 0,1 mol Thioharnstoff eine geringe 
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Schutzwirkung beobachtet werden. Sie findet in dem in Tab. 13 wieder- 
gegebenen Versuch noch dadurch eine Stiitze, da® auch ein 30 Minuten 
mit 0,4 mol Th.H. vorbehandelter, auf Th.H. bestrahlter und anschlieBend 
noch einmal fiir 20 Minuten in 0,1 mol Thioharnstoff gelegter Schnitt eine 
ganz kleine Erhéhung der Schutzwirkung gegeniiber den nur 30 Minuten 
vorbehandelten, auf Thioharnstoff bestrahlien, aber dann in Wasser ge- 
brachten Schnitt zeigte. Vielleicht stand diese feine Reaktion damit in Zu- 
sammenhang, daft es sich bei diesem Versuch um eine ganz besonders strah- 
lenempfindliche Zwiebel (Kontrolle tot nach % Minute Bestrahlung!) han- 
delte. 


Tabelle 13. Allium cepa, Innenepidermis. Beispiel eines Versuches mit einer gerin- 
gen Schutzwirkung einer unmittelbar auf die Bestrahlung folgenden Nachbehand- 
lung mit 0,1 mol Thioharnstoff. 





Dauer der Bestrahlung (min) 


Behandlung 





PRON GIO: RECEP: 55. ess ast eee 

30 Min. Th.H., bestr.auf ThH. .....j| I 
30 Min. Th.H., bestr. auf Th.H.,20 Min. Th.H.| 1-(-) 
bestr. auf H,O, dann 30 Min. Th.H. . .| Lt) 








Dieser geringen Schutzwirkung einer Nachbehandlung stehen aber auch 
einzelne Beobachtungen gegeniiber, bei denen die nachbehandelten Schnitie 
sogar etwas starker geschadigt waren als die vollkommen unbehandelten 
Kontrollen. 

Im allgemeinen diirfen wir daher aus dieser Versuchsserie wohl den 
SchluB ziehen, da der Thioharnstoff seine Schutzwirkung nur auszuiiben 
vermag, wenn er sich zum Zeitpunkt der Bestrahlung in der Zelle befindet. 


4. Abhangigkeit der Schutzwirkung des Thioharn- 
stoffes von seiner Konzentration 

Die bisherigen Versuche. die durchwegs mit 0,1 mol Thioharnstoff durch- 
gefiihrt worden waren, haben gezeigt, daf der Thicharnstoff schon nach 
kiirzester Einwirkungszeit eine gewisse Schutzwirkung auszuiiben vermag. 
Sie haben aber noch nichts dariiber ausgesagt. ob sich der Grad der Schutz- 
wirkung andert, wenn die Behandlung mit starker oder schwacher konzen- 
trierten Thioharnstofflésungen vorgenommen wird. 

Es wurden daher bei gleicher Vorbehandlungsdauer von 30 Minuten 
Versuche mit konzentrierteren und verdiinnteren Thioharnstofflésungen 
angestellt. Dabei zeigte sich, daf 0,1 mol Thioharnstoff keineswegs die 
optimal schiitzende Konzentration ist. Bei kleinen Verschiedenheiten im 
einzelnen zeigte sich in allen Versuchen die Tendenz, da durch hohere, 
aber noch nicht plasmolyseerregende Thioharnstoffkonzentrationen ein 
gréBerer Strahlenschutz zu erzielen war. 
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Tab. 14 gibt einen besonders gut gelungenen Versuch wieder, in dem 
Thioharnstofflésungen von 0,1 bis 0,5 mol auf ihre Schutzwirkung verglichen 
wurden. Bestrahlt wurde jeweils auf Filterpapier, das mit der betreffenden 
Konzentration getrinkt war. Nach der Bestrahlung kamen die Schnitte 
gleich wieder in Wasser. Bei anderen Zwiebeln bewegte sich der durch 
0.5 mol Thioharnstoff erzielte Schutz zwischen 4% und 6 Minuten Bestrah- 


Tabelle 14. Allium cepa, Innenepidermis. Abhangigkeit der Schutzwirkung des 
Thioharnstoffes von seiner Konzentration. 





Dauer der Bestrahlung (min) 
Vorbehandlung 


(30 min) 


1 1% 2 2% 3 (3% 
| 1 
n= =a Ge 





Kontr., H,O 

0,1 mol Th.H. 
0,2 mol Th.H. 
0,3 mol Th.H. 
0,4 mol Th.H. 
0,5 mol Th.H. 











lungsdauer. In allen Fallen lag er aber wesentlich héher als nach Vorbe- 
handlung mit 0,1 mol. 

Umgekehrt ist mit 0,01 mol Thioharnstoff bereits die Konzentration 
unterschritten, durch die bei 30 Minuten langer Vorbehandlung noch ein 
merkbarer Strahlenschutz erzielt werden kann (Tab. 15). 


Tabelle 15. Allium cepa, Innenepidermis, Abnahme der Schutzwirkung des Thio- 
harnstoffes mit abnehmender Konzentration. 





Dauer der Bestrahlung (min) 


Vorbehandlung 
(30 min) 





| Ee 
1%; 2 | 2% 











Kontrolle, H,O 
0,5 mol Th.H. 

0,1 mol Th.H. 

0,05 mol Th.H. 
0,01 mol Th.H. 
0,005 mol Th.H. 
0,001 mol Th.H. 








Ein weiterer Versuch sei in diesem Zusammenhang noch angefiihri, in 
welchem mit einer unbehandelten Kontrolle verglichen werden: die Wirkung 
von 30 Minuten Vorbehandlung mit 0,1 mol Thioharnstoff, die einer Be- 
strahlung nur auf 0,5 mol Thioharnstoff ohne Vor- oder Nachbehandlung 
und die Wirkung einer unmittelbar nach Bestrahlung auf Wasser erfolgen- 
den 30 Minuten langen Nachbehandlung mit 0,5 mol Thioharnstoff. Der 
Versuch bestatigt, daf trotz starkerer Schutzwirkung des 0,5 mol Thioharn- 
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stoffes auch mit dieser Konzentration durch Nachbehandlung kein Schutz 
zu erzielen ist, ja es erwiesen sich die nachbehandelten Schnitte sogar etwas 
stirker geschidigt als die unbehandelten Kontrollen (Tab. 16). 

Als Ergebnis der Versuche iiber die Abhangigkeit der Schuizwirkung 


des Thioharnstoffes von seiner Konzentration kann somit festgehalten wer- 


Tabelle 16. Allium cepa, Innenepidermis. Die Wirkung von 0,5 mol Thioharnstoff 
nur rwahrend der Bestrahlung und als Nachbehandlung geboten. 





Dauer der Bestrahlung 


(min) 
Behandlung cas ——_—_———_— —_—— _-— 





| | | | 
Kontrolle, H,O [I [Gd | I ei ie. tS ar aed BBS Yd © 
30 Min. Th. H., bestr. auf Th.H. P| 1- 1 


| —iL + | +j)+|+]/+)+)+ 
nur auf 0,5 Th.H. bestrahlt vl pee | de 1-€-) [1-€-)} 1G DC) | F | —1 —1 | —3 | —1] —1 














auf H,O bestrahit, dann ] 


| | i me 
30 Min. 0,5 Th. H. aie oy titi tl] +y+it+ ail add Gs = 


den: Bei 30 Minuten langer Vorbehandlung setzt die Schuizwirkung des 
Thioharnstoffes etwa ab 0,05 mol ein und nimmt bis 0,5 mol zu, womit 
beinahe schon der plasmolyseerregende Konzentrationsbereich erreicht ist. 


Tabelle 17. Allium cepa, Innenepidermis. Andauer der Schutzwirkung einer 30 Min. 
langen Vorbehandlung mit 0,1 mol Thioharnstoff. 
(Die mit WG, abgedeckten Kontrollhalften aller Schnitte waren am 4, Tag noch 
vollstandig lebend.) 





Zeit 
nach der 
Bestrah- 

lung 


Dauer der Bestrahlung (min) 
Vorbe- . pane ee ; 


handlung | 





nach 24h 
nach 2 
nach 


nach 


| 
0,1 Th.H. | 


(30 min) 


nach 
nach 2 
nach 
nach 


5. Andauer der Schutzwirkung 


Bisher wurde die Schutzwirkung des Thioharnstoffes stets nur auf den 
Lebenszustand der Zellen 24 Stunden nach der Bestrahlung bezogen. In 
einigen Versuchen wurde aber auch die Frage verfolgt, ob dieser Schutz 
dauernd anhalt oder ob bei weiterem Belassen der Schnitte in Wasser 
spater doch noch Schadigungen auftreten kénnen. 
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Mit den Innenepidermen der Zwiebelschuppen von Allium cepa konnten 
die Versuche nicht allzulang ausgedehnt werden, da die diinnen, nahrstoff- 
armen Epidermen nach einigen Tagen auch ohne Bestrahlung abzusterben 
beginnen. Tab. 17 zeigt einen durch 4 Tage beobachteten Versuch, aus dem 
hervorgeht, dai die mit 0,1 mol Thioharnstoff 30 Minuten lang vorbehandel- 
ten Schnitte nach 3 bis 4 Tagen zwar noch eine kleine Zunahme der Schiidi- 
gung erfahren, daf aber die Schutzwirkung im wesentlichen erhalten bleibt. 

In einem anderen. nur iiber 3 Tage ausgedehnten Versuch hatte sich bei 
der nichtvorbehandelten, auf Wasser bestrahlten Kontrolle die Todesgrenze 


Tabelle 18. Allium cepa, Aufenepidermis einer roten Zwiebel, Die Zahlen bedeuten 
die % lebender Zellen. 
(Die mit WG; abgedeckten Hialften aller Schnitte leben am 5. Tage noch nahezu 
100% ig.) 





Dauer der Bestrahlung (Minuten) 
Vorbehandlung a aera cai aT Ua Ni OR pies Se | 


5 | 6 | 8 | 9 | 10) 11] 12) 13] 14| 15) 16] 17 





nach : 
nach 2 


H,O 


nach ; 


Kontrolle 


nach £ 


| | | | 
| | | | | 
nach : 05| 95 90 | 90 | 80 | 90 | 50| 60) 70 95 | 95 | 85 
nach 2 95 | 95 90 | 90 | 60 | 90 | 50 | 60 | 70 70 | 85 80 
nach t 95| 95 90 | 90 | 20 | 90| 30 | 60 30 70| 80 | 60 


nach 5 90 80 90 80 | 90 5 90/10 80| 20! 40 20 | 40! 60} 50 


29% 
eH 
rE @ 
° & 
—r--) 
2 Ss 
os 





vom 1. bis zum 3. Tag nicht verschoben (sie lag bei % Minuten Bestrahlung), 
bei den mit Thioharnstoff vorbehandelten Schnitten war sie von 2 min am 
1. Tag auf 1% min am 3. Tag herabgesunken. Im wesentlichen war also auch 
hier die Schutzwirkung erhalten geblieben. 

Ein durch 5 Tage beobachteter Versuch mit Schnitten der Aufenepider- 
mis einer roten Zwiebel (2. lebende Schuppe von aufen, durchschnittliche 
Zellwanddicke 10,3 4) zeigte einerseits bei den nichtvorbehandelten wie bei 
den mit Thioharnstoff (0.3 mol, 30 min) vorbehandelten Schnitten im Laufe 
der Tage eine Zunahme der Strahlenschadigung, andererseits aber doch ein 
wesentliches Erhaltenbleiben der Schutzwirkung (Tab. 18). 

Auffallend ist bei den AuBenepidermen der Zwiebelschuppen die gegen- 
iiber den Innenepidermen weit gréRere UnregelmaBigkeit der Schutzwir- 
kung. Es mag dies an einer. infolge ungleicher Membrandicke von vorn- 
herein gegebenen, verschiedenen Strahlenschadigung der einzelnen Zellen 
gelegen sein (vgl. Abschn. I), oder auch an einem durch verschiedene Schnitt- 
dicke bedingtem ungleichmaBigem Eindringen des Thioharnstoffes. Auch 
verschieden starke mechanische Beanspruchung bei der Herstellung der 
Schnitte kann vielleicht das Reaktionsvermégen des Protoplasmas beein- 
flussen. Wahrend die Innenepidermen nach Infiltration mit Wasser einfach 
von den Schuppen abgehoben werden kénnen, miissen die Aufenepidermen 
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mit einer Rasierklinge geschnitten werden. Solche Schidigungen kénnen 
vielleicht als Ursache dafiir angesehen werden, daf z. B. in dem in Tab. 18 
dargestellten Versuch 24 Stunden nach 12 Minuten Bestrahlung in dem mit 
Thioharnstoff vorbehandelten Schnitt nur 30% lebten, wihrend in den 
15 und 16 Minuten bestrahlten Schnitten noch 95% der Zellen am Leben 
waren. Die in den Tabellen angegebenen Prozentzahlen sind Schatzungen. 
die sich verhaltnismafig genau ausfiihren lassen, da sich die toten, ent- 
farbten Zellen deutlich von den lebenden, anthokyanhaltigen abheben. 
Bemerkenswert ist, daB in den mit Thioharnstoff vorbehandelten Schnit- 
ten einzelne Zellen bis herunter zur Todesgrenze der unbehandelt bestrahl- 


Tabelle 19. Rotkraut. Epidermis der Mittelrippe der Blattunterseite, Andauer der 
Schutzwirkung einer 30 Minuten langen Vorbehandlung mit 0,1 mol Thioharnstoff 
durch 14 Tage. 





Bestrahlungsdauer (min) 
Vorbehandlung 


2 





nach 24h 1 
nach 2d 1 
| nach 144 a ae 


H,O 


Kontrolle 





| 
| 





nach 24h ] —l 
nach 2d | l —l 
nach 14d 1 —1 


30 min 
0,1 Th.H. 


ten Kontrollen absterben, wahrend die grofe Mehrzahl der Zellen einen 
iiber das Vierfache der Letalgrenze der Kontrollen hinausgehenden Strahlen- 
schutz erfahrt. 

Auch beim R ot kraut (Epidermis der Mittelrippe der Blattunterseite) 
konnte eine sehr lange anhaltende Schutzwirkung einer 30-Minuten-Vor- 
behandlung mit 0,1 mol Thioharnstoff beobachtet werden, aber auch hier 
waren in den vorbehandelten Schnitten vereinzelte Zellen bis herunter zur 
letalen Bestrahlungsdauer der unvorbehandelt bestrahlten Kontrollen ab- 
gestorben (Tab. 19). 

Die Dauerbeobachtungen an verschiedenen Objekten ergaben 
somit, da die Schutzwirkung des Thioharnstoffes im wesentlichen anhalt 
bzw. daB die Todesgrenze im Verlauf mehrerer Tage nur nach den langsten 
Bestrahlungszeiten noch etwas absinkt. 


6 Wirkung des Thioharnstoffes auf die plasmatischen 
Veranderungen nach subletaler Bestrahlung 


a) Plasmastrémung 
Wie im Abschnitt I (S. 329) ausgefiihrt, wirkt schon eine subletale UV- 
Bestrahlung hemmend auf die Plasmastrémung der Zwiebelinnenepidermen. 
Es sei nun noch einmal auf die Tabellen 8—16 verwiesen, in denen auch 
der Grad der Plasmastrémung mit angegeben ist (bzgl. Zeichen s. Tab. 8). 
Protoplasma, Bd. LIII/3 24 
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Diesen Tabellen ist zu entnehmen, daB sich der Strahlenschutz des 
Thioharnstoffes auch auf die Plasmastrémung erstreckt. Wenn zwar in den 
mit Thioharnstoff vorbehandelten Schnitten nach den langeren Bestrahlungs- 
zeiten auch eine Verlangsamung der Plasmastrémung und schlieBlich ein 
Ubergang zur BMB eintritt, so reicht die kriftige Plasmastrémung doch 
deutlich in den geschiitzten Bereich herauf. 

Ein Vergleich der einzelnen Tabellen zeigt hinsichtlich der Erhaltung 
der Plasmasirémung bei verschiedenen Versuchen gewisse Unterschiede. 
Diese sind wohl als Ausdruck eines verschiedenen physiologischen Zustandes 
der betreffenden Zwiebelepidermen anzusehen. So einfach die Verhaltnisse 
in einer Zwiebelepidermiszelle auch erscheinen mégen, so sehr steht auch ihr 
Reaktionsvermégen unter dem Einflu# verschiedenster innerer und auBerer 
Bedingungen. Man wird kaum zwei Zwiebeln finden, die sich wirklich voll- 
kommen gleich verhalten. Von diesen graduellen Unterschieden abgesehen. 
ist aber ein langeres Erhaltenbleiben der Plasmastrémung in dem durch 
Thioharnstoffvorbehandlung gegen die Wirkung der UV-Strahlen geschiitz- 
ten Bereich in allen Fallen klar zu erkennen. 


b) Permeabilitatsverhaltnisse 


Zu den empfindlichsten, immer wieder mit RegelmaBigkeit zu beobach- 
tenden Reaktionen des Plasmas der Innenepidermis der Zwiebelschuppen 
gegen noch weit subletale UV-Bestrahlungen gehért die Erhohung der 
Wasserpermeabilitat (Bieb1| 1942a, b). Sie duBert sich in einem 
schnelleren Plasmolyseeiniritt in der bestrahlten Schnitthalfte gegeniiber 
der durch WG, abgedeckten Kontrollhalfte. Damit verbunden ist eine 
Viskositatsverminderung durch die Bestrahlung. die sich in 
einer schnelleren und schéneren Rundung der vollbestrahlten Protoplasten 
bei Plasmolyse ausdriickt. Die auffallende Hemmung der Glyzerin- 
permeabilitat in den Aufenepidermen der Zwiebelschuppe durch 
subletale UV-Bestrahlung wurde schon erwahnt (Abschn. I). Hinzu kommt 
schlieBlich noch eine erhéhte Exosmose von Zellsaftstoffen aus den sub- 
letal bestrahlten Geweben bei mehrtagiger Wasserung (Bie b1| 1942 b). 

Diese Plasmareaktionen treten in den Zwiebel-Innenepidermiszellen 
(innerhalb 24 Stunden letale Bestrahlungsdauer %—1 Minute) schon nach 
15 und 30 Sekunden UV-Bestrahlung ein. Es war zu erwarten, daf diese 
Plasmaeigenschaften den empfindlichsten Test fiir die Wirkung des Thio- 
harnstoffes im Bereich subletaler Besirahlung ergeben wiirden. 

Es war nun eine groBe Uberraschung. daB alle diese strahlen- 
bedingten Permeabilitatsanderungen durch den Thio- 
harnstoff in keiner Weise beeinfluBt wurden. Selbst in 
Epidermen. in denen die Todesgrenze der Zellen durch die Thioharnstoff- 
vorbehandlung um das Drei- bis Vierfache hinaufgeriickt werden konnte. 
war nach 13 Sekunden Bestrahlung in gleicher Weise wie bei den ohne 
Vorbehandlung auf Wasser bestrahlten Schnitien nach Einlegen in eine 
hypertonische Lésung ein friiherer Plasmolyseeintritt zu beobachten, als 
bei den wihrend der Bestrahlung mit dem WG .-Filter abgedeckten Halften 
derselben Schnitte. Der Strahlenschutz des Thioharnstoffes. der sich deut- 
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lich in einer Hinaufsetzung der Todesgrenze auswirkte. kam hinsichilich 
der Erhéhung der Wasserpermeabilitaét durch die UV-Besirahlung nicht 
zum Ausdruck. Diese Tatsache konnie in samtlichen Versuchen beobachiet 


werden. 


Tabelle 20. Allium 
4 Stunden nach 15 
nach 50 


cepa, Innenepidermis. Plasmolyseeintritt und Plasmolyseform 
und 30 Sekunden UV-Bestrahlung auf Wasser (Kontrolle) und 


Minuten Vorbehandlung mit 0.1mol Thioharnstoff. 





Vorbehandlung 


Dauer 
der 
Bestrah- 
lung 


Plasmolyse in 


bestrahlt 


,5 mol Glyzerin 


abgedeckt mit WG; 





Kontrolle, H,O 


30 min 0,1 Th.H. 


Kontrolle, H,O 


15 sec 


30 see 


nach 


nach 


nach 


nach 


nach 


\,’ Plasmolyse- nach 


beginn 

1,’ schon starke, nach 
haufig bikonvexe 
Plasmolyse 


1,’ Plasmolyse- 
beginn 

1’ schon starke 
Plasmolyse 


34,’ Plasmolyse- nach 


beginn 


¥,’ noch keine 
Plasmolyse 

1 4,’ schwache Plas- 
molyse an den 
Ecken 

¥,’ noch keine 
Plasmolyse 

i’ Plasmolyse- 
eintritt 


3,’ noch keine 
Plasmolyse 


1’ schon viel nach 


bikonvex 


nach 1’ Plasmolyse- 
beginn 

7’ konkave und 
zipfelige Plas- 
molysebilder 


nach 7’ alles bikonvex nach 


30 min 0,1 Th.H. 30 see nach 34’ schon grof- 
buchtige bis 
konvexe 


Plasmolysen 


3/,’ Plasmolyse- 
beginn 


2’ fast alles 
bikonvex 


nach 2’ eckige, meist 
seitl. konkave 
Plasmolyseformen 


Ein Versuch sei als Beispiel vorgefiihrt: Innenepidermisstiicke einer 
und derselben Zwiebelschuppe wurden teils auf Wasser (Kontrolle), teils 
nach 30 Minuten Vorbehandlung mit 0,1 mol Thioharnstoff auf mit der 
gleichen Lésung getranktem Filterpapier 15 und 20 Sekunden lang be- 
strahlt. 4 Stunden und 24 Stunden nach der Bestrahlung wurden die 
Schnitte, deren jeder wahrend der Bestrahlung zur Halfte mit einem WG ,- 
Filter abgedeckt war, in 1,5 mol Glyzerin plasmolysiert. Tab. 20 gibt die 
Versuchsablesung 4 Stunden nach der Bestrahlung wieder: 


Das Ergebnis von Plasmolyseversuchen 24 Stunden nach der Bestrahlung 
war genau das gleiche wie 4 Stunden nach der Bestrahlung. Auch nach 
24 Stunden trat, unbeeinfluBt von der Vorbehandlung mit Thioharnstoff. 
stets in den vollbestrahlten Halften der Schnitte die Plasmolyse schneller 


24* 
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ein als in den durch das WG, abgedeckten Halften. Abb. 6 zeigt die 
15 Sekunden bestrahlte und Abb.7 die durch das WG,-Filter abgedeckte 


Abb. 6. Allium cepa, Innenepidermis. Nicht vorbehandelte Kontrolle 24 Stunden 
nach 15 sec UV-Bestrahlung. 5 min nach Einlegen in 1.5 mol Glyzerin. Vollbestrahlte 
Schnitthalfte: bikonvexe Plasmolvysen. 


Abb. 7. Allium cepa, Innénepidermis. Nicht vorbehandelte Kontrolle 24 Stunden 
nach 13sec UV-Bestrahlung. 53min nach Einlegen in 1.5 mol Glyzerin. Mit WG, 
abgedeckte Schnitthalfte: konkave bis zipfelige Plasmolysen. 
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Halfte des nicht vorbehandelten, auf Wasser bestrahlien Kontrollschnittes, 
und Abb.8 die 15 Sekunden bestrahlte und Abb.9 die durch das WG.- 


Abb. 8. Allium cepa. Innenepidermis. 30 min mit 0.1 ml mol Thioharnstoff vorbehan- 


delt und auf Th.H. bestrahlt. 24 Stunden nach 15 sec UV-Bestrahlung. 3 min nach 
Einlegen in 1.5 mol Glyzerin. Vollbestrahlte Schnitthalfte: bikonvexe Plasmolysen. 


Abb. 9. Allium cepa, Innenepidermis. 30 min mit 0,1 mol Thioharnstoff vorbehandelt 

und auf Th.H. bestrahlt 24 Stunden nach 15sec UV-Bestrahlung. 5 min nach Ein- 

legen in 1.5 mol Glyzerin. Mit WG, abgedeckte Schnitthalfte: konkave bis zipfelige 
Plasmolvysen. 
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Filter abgedeckte Hilfte des 30 Minuten mit 0.1 mol Thioharnstoff vorbe- 
handelten und auf Thioharnstoff bestrahlten Schnittes. Die Bilder ent- 
sprechen einander vollkommen. Trotz der Vorbehandlung mit Thioharnstoff, 
der die Todesgrenze weit nach oben verschob, ist hinsichtlich der Strahlen- 
wirkung auf die Schnelligkeit des Plasmolyseeintrittes (d. h. der Wasser- 
permeabilitat) und die Plasmolyseform (d.h. Herabsetzung der Viskositat 
bzw. des Haftvermégens) kein Einflu& des Thioharnstoffes zu bemerken. 

Eine dhnliche, durch die Thioharnstoffvorbehandlung unbeeinfluBbare 
UV-Strahlenwirkung ist die Hemmung der Glyzerinperme- 


Abb. 10. Allium cepa (rote Sorte), AuBenepidermis. Unvorbehandelte Konirolle 
48 Stunden nach 4 min Bestrahlung eingelegt in 1,0 mol Glyzerin. Nach 2% Stun- 
den ist die durch WG, abgedeckte Halfte infolge Glyzerineintrittes deplasmoly- 
siert (links). die vollbestrahlte Halfte hingegen infolge Hemmung der Glyzerin- 
permeabilitét weiterhin bikonvex plasmolysiert (rechts). 


abilitat in den Zellen der Aufenepidermis der Zwiebelschuppen von 
Aliium cepa. Die Abb. 10 und 11 stammen aus einem Versuch, bei dem die 
Todesgrenze der unbehandelten Konirollschnitte innerhalb von 24 Stunden 
bei 6 Minuten Bestrahlung gelegen war. Die mit 0.3 mol Thioharnstoff vor- 
behandelten Schnitte lebten nach 9 Minuten langer Bestrahlung zur Ginze. 
Langere Bestrahlungszeiten wurden in diesem Versuch nicht gepriift. Ent- 
sprechend dem in Tab. 18 dargestellten Versuch ist die Todesgrenze nach 
Thioharnstoffvorbehandlung aber noch wesentlich héher anzunehmen. 
Trotzdem zeigen die 4 Minuten bestrahlten Schnitte. sowohl aus der 
unvorbehandelten Kontrolle wie aus der mit Thioharnstoff vorbehandelten 
Reihe, 48 Stunden nach der Bestrahlung hinsichtlich ihrer Glyzerinperme- 
abilitat ein vollkommen gleiches Verhalten. Die Schnitte wurden in 1.0 mol 
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Glyzerin eingelegt und 2% Stunden spater photographiert. Die wahrend 
der Bestrahlung durch das WG ,-Filter abgedeckt gewesenen Schnitthalften 
beider Serien sind durch Glyzerineintritt véllig deplasmolysiert. In den 
bestrahlten Halften aber zeigt sich bei den Kontrollen (Abb. 10) wie bei 
den mit Thioharnstoff vorbehandelten Schnitten (Abb. 11) die gleiche Hem- 
mung der Glyzerinpermeabilitat. In beiden Fallen befinden sich die Proto- 
plaste noch im Zustand stark bikonvexer Plasmolyse. 


SchlieBlich seien auch noch einige Ex os mose- Versuche angefiihrt. Die 


‘xr. 


Abb. 11. Allium cepa (rote Sorte), AuBenepidermis. 30 min mit 0.3 mol Thioharn- 
stoff vorbehandelt. Im iibrigen wie Abb. 10. 


Exosmose wurde an Zwiebelschuppen-Innenepidermen durch plasmo- 
metrische Bestimmung des osmotischen Wertes in 0.8 mol Glukose zu ver- 
schiedenen Zeiten gemessen. 

Zu den drei in Tab. 21 dargestellten Versuchen wurden Schnitte von 
verschiedenen Zwiebeln und Schuppen verwendet. Streng vergleichbar ist 
immer nur das Paar unter WG ,~ und .bestrahlt™, das sich jeweils auf 
ein und denselben Schnitt bezieht. In allen Fallen zeigt sich aber, mit der 
Dauer der Bestrahlung zunehmend, in der bestrahlten Halfte ein niedri- 
gerer osmotischer Wert als in der abgedeckten, d.h. es miissen aus der 
hestrahlten Hilfte Zellsaftstoffe exosmiert sein. Auch diese strahlenbedingte 
Exosmose konnte durch die Thioharnstoffvorbehandlung nicht verhindert 
werden. 

Die Tatsache der Nichtbeeinflu@barkeit dieser schon durch schwache, 
subletale U V-Bestrahlungen bewirkten Permeabilitatsanderungen durch Thio- 
harnstoff fiihrt zu dem SchluB, daB es sich hier um andere Strahlenwirkun- 
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gen, bzw. um die Wirkung anderer Bereiche des kurzwelligen UV handelt, 
als bei jenen, die zum Zelltod fiihren. Der .,Strahlenschutz“ des Thioharn- 
stoffes bezieht sich somit nur auf die zum Zelltod fiihrenden Wirkungen, 
nicht aber auf jene Veranderungen, die die Permeabilitatsverhaltnisse be- 
einflussen. 


Tabelle 21. Allium cepa, Innenepidermis, Exosmose von Zellsaftstoffen nach 
% Minute UV-Bestrahlung wahrend nadifolgender Wasserung. 
Kein Unterschied zwischen den nichtvorbehandelten und den 30 min mit 0,1 mol 
Thioharnstoff vorbehandelten Schnitten. 





Osmotischer Wert 


Zeitpunkt see = : ae 
nach der Kontrolle, H,O Vorbehandelt (0,1 Th. H.) 


‘unter WG, | voll bestrahlt unter WG, | voll bestrahlt 





Bestrahlung 





0,33 
0,37 
0,41 





c) Morphologische V erinderungen an den Chondriosomen und Leukoplasten 


Gleiches wie fiir die Permeabilitatsverhaltnisse gilt auch fiir die als 
Folge subletaler UV-Bestrahlung auftretenden morphologischen Verande- 
rungen an den Chondriosomen und Leukoplasten (vgl. Bieb! und Url 
1958). Auch diese werden durch die Thioharnstoffbehandlung nicht merk- 
lich beeinflu&t. Sie treten an den vorbehandelten Schnitten nach den glei- 
chen Bestrahlungszeiten auf wie an den unvorbehandelten Kontrollen. 

In der abgedeckten Halfte, sowohl der Konirollen wie der mit Thioharn- 
stoff vorbehandelien Schnitte, zeigen die Chondriosomen wiahrend 24stiin- 
diger Wasserung eine deutliche Neigung sich zu verlangern (vgl. Ale x an- 
drov 1960). Neben den immer vorhandenen dicken Kurzstiabchen finden sich 
in grofer Zahl im strémenden Plasma sich schlangelnde, diinne, lange, 
schmiegsame Formen. Die Leukoplasten sind in den abgedeckten Halften 
meist zipfelig ausgezogen und zu améboiden Formveranderungen befahigt. 
Dieser Zustand soll in der folgenden Tabelle 22 als normal‘ bezeichnet 
werden. 

Die erste Strahlenwirkung aufert sich in einer Verkiirzung der Chondrio- 
somen. Sie bilden nur mehr Kurzstabchen und ovale Formen. Die Leuko- 
plasten ziehen ihre langen Auslaufer ein und haben meist nur mehr ein- 
seitig oder auch beiderseits kurz ausgezipfelte, rundliche Formen. In der 
folgenden Tabelle soll dieses Stadium mit dem Schlagwort .,verkiirzt“ 
gekennzeichnet sein. 
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Die starkste noch intravitale Strahlenwirkung aufert sich in einer voll- 
kommenen Rundung der Chondriosomen und ebenso einer weitgehenden 
Rundung der Leukoplasten, in denen es haufig zur Bildung einer grofen 


Vakuole kommt. Dieses Stadium soll ,gerundet* benannt werden. 

Tab. 22 gibt die Verhalinisse in einem bestimmten Versuch wieder, 
der, trotz geringer individueller Abweichungen, als reprasentativ fiir die 
auch in allen anderen Versuchen gemachten Beobachtungen gelten kann. 


Tabelle 22. Allium cepa, Innenepidermis. Wirkung der Bestrahlung auf die Form 
der Chondriosomen und Leukoplasten (24 Stunden nach der Bestrahlung). 





Bestrahlungs- 
dauer (min) 


Form der Chondriosomen und Leukoplasten 


Kontrolle, 
H,O 





Vorbehandelt 
30’ 0,1 Th.H. 


30’ 0,3 Th.H. 


Vorbehandelt | Nur bestrahlt 
| auf 0,5 Th.H. 





| 
etwas verkiirzt | 


normal 


gerundet 





teilw. tot 
tot 
tot 





normal 
etwas verkiirzt 


verkiirzt bis 
gerundet 


gerundet 
gerundet 
gerundet 
gerundet 














tot 
tot 


normal 
normal 


verkiirzt bis 


gerundet 


gerundet 
gerundet 
gerundet 
gerundet 


gerundet 
gerundet 
gerundet 
gerundet 


normal 
normal 


verkiirzt bis 
gerundet 


gerundet 
gerundet 
gerundet 
gerundet 


gerundet 
gerundet 
gerundet 
gerundet 








teilw. tot gerundet 


| 
| 
| gerundet 
1 


Man wird diese strahlenbedingten Formveranderungen der Chondrio- 
somen und Leukoplasten, die sich bei den ohne und nach Vorbehandlung 
mit Thioharnstoff bestrahlten Innenepidermen der Zwiebelschuppen kaum 
unterscheiden, wohl wiederum dem durch Thioharnstoff unbeeinflu&baren 
Bereich der kurzwelligen UV-Bestrahlung zuschreiben diirfen. 


IV. Die UV-Absorption des Thioharnstoffes 


Die mit der Thioharnstoffkonzentration rasch zunehmende, bei Vor- 
behandlung der Schnitte mit 0,5 mol Thioharnstoff bis auf das Achtfache der 
Letaldosis ansteigende Schutzwirkung (vgl. Tab. 14) lieB es auRerst zweifel- 
haft erscheinen, daf es sich hiebei um einen rein chemischen Strahlenschutz 
handelt. 

Um die Frage der ,,.konkurrierenden Absorption“ des Thioharnstoffes 
zu priifen, wurde einerseits mittels eines Beckmann Spektralphotometers 
die UV-Transmission verschiedener Thioharnstoffkonzentrationen bestimmt, 
und wurden andererseits Filterversuche vorgenommen, in denen die auf 
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wassergetranktem Filterpapier liegenden, unvorbehandelten Zwiebel-Innen- 
epidermen, zur Halfte mit einer 1 cm hohen, mit verschiedenen Thioharn- 
stofflésungen gefiillten Quarzkiivette bedeckt, bestrahlt wurden. 

Ausgehend von der Annahme, daft in der imbibierten Zellwand und 
eventuell auch im Cytoplasma selbst die zur Vorbehandlung verwendeten 
0,1, 0.2 und 0,5 mol. Thioharnstofflésungen nur in sehr geringer Schichtdicke, 
maximal vielleicht 5 bis 10 u, vorhanden sein kénnen, wurden in den 1 em 
tiefen Quarzkiivetten des Beckmann Spektralphotometers und in der gleich 
tiefen Filterkiivette entsprechend starkere Verdiinnungen verwendet. Einer 
10 « dicken 0,1 mol. Thioharnstofflésung entspricht in 1 cm Schichidicke eine 
Konzentration von 10~‘ mol, einer 10 ~ dicken 0,5 mol. Schichte eine Kon- 
zentration von 5,10~-4 mol. Bei Bezug auf eine 5 u dicke 0,1 und 0,5 mol. 
Thioharnstoffschicht waren die auf 1 cm Schichtdicke berechneten Konzen- 
trationen fiir 10 u noch einmal 1 : 1 zu verdiinnen. 


Tabelle 23. Allium cepa, Innenepidermis: Schutz durch Kiivettenjilter, bzr. Vor- 
behandlung mit verschiedenen Thioharnstoffkonzentrationen, 





Dauer der Bestrahlung (min) 


Art des Versuchs =  =raaeT Wena 
| 5  § 


| | rye Ne 
Kontrolle, H,O | bt EI 








0,1 mol Th.H. 
0,2 mol Th.H. 
0,5 mol Th.H. 


30 min 








oo 
ae 
za 
Se 
oan 

& 


0,1 mol Th.H ie 4 | | 
0,2 mol Th.H. | | 
0,5 mol Th.H. | | | 1 








0,2 mol Th.H. 
0,5 mol Th.H. 


Quarzkiivetten 
Filterung berechnet 


auf Schichtdicke 











0,1 mol Th.H. | | +] + | 
1 1 
1 1 





Tab. 23 zeigt das Ergebnis eines solchen mit Innenepidermen der Zwiebel- 
schuppe von Allium cepa vorgenommenen Kiivettenfilterversuchs im Ver- 
gleich zu der Schutzwirkung einer 30 Minuten langen Vorbehandlung der 
Schnitte mit 0,1, 0,2 und 0,5 mol. Thioharnstoff. Der Versuch wurde mit streng 
vergleichbaren Epidermen ein und derselben Zwiebel durchgefiihrt. Die vor- 
behandelten Schnitte lagen wahrend der Bestrahlung auf mit den entspre- 
chenden Konzentrationen getranktem Filterpapier und waren wie stets an 
der Oberseite mit einem Filterpapier abgesaugt worden, so daB nur der in 
der Zelle (Zellwand oder Protoplast) vorhandene Thioharnstoff wirksam 
werden konnte. 

Das Versuchsergebnis weist klar auf eine sehr starke, wenn nicht aus- 
schliefliche Schutzwirkung durch die UV-Absorption des Thioharnstoffes 
hin. Unter Zugrundelegung einer 5 u dicken Thioharnstoffschichte war die 
Schutzwirkung im Kiivetten-Filterversuch etwas geringer als die der Vor- 
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behandlung, bei Annahme einer 10 ~ dicken Thioharnstoffschicht war sie bei 


0.1 mol gleich, bei 0,2 und 0,5 mol gréRer als bei den vorbehandelten 
Schnitten. 


Abb. 12 stellt die mit dem Beckmann-Spektralphotometer gemessenen 
UV-Transmissionskurven einer 10 « dicken 0,1, 0,2 und 0,5 mol. Thioharn- 
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Abb. 12. UV-Transmission verschieden konzentrierter Thioharnstofflésungen und 


deren Filterwirkung bei UV-Bestrahlung von Zwiebel-Innenepidermen. (Verglichen 
mit Transmission und Filterwirkung von Schott WG; und 2% Essigsiaure.) 
Korrektur zu Abb. 12: — ——— = Thioharnstoff (2.10— mol). 


stofflésung den Ergebnissen von zwei Kiivettenfilterversuchen mit den glei- 
chen Konzenirationen gegeniiber. Die zwei Versuche beziehen sich auf 
Zwiebelschuppen-Innenepidermen verschieden UV-empfindlicher Zwiebeln. 
Bei der einen wurden die unbehandelten, auf Wasser bestrahlten Kontrollen 
schon durch eine Bestrahlungsdauer von einer halben Minute, bei der ande- 
ren erst durch eine Bestrahlung von einer Minute innerhalb von 24 Stunden 
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abgetétet. Dem entsprachen auch in den Kiivetitenversuchen ein verschieden 
hoher Schutz, bzw. verschieden lange Bestrahlungszeiten. 

In Abb. 12 ist zum Vergleich auch die Transmission des in allen voran- 
gegangenen Versuchen zur Abdeckung der Kontrollhalfte jedes Schnittes 
verwendeten WG,-Glasfilters eingetragen. Eine Dauerbestrahlung unter 
diesem zeigte, daft auch nach der langsten verwendeten Bestrahlungszeit von 
25 Minuten die Zellen noch nicht erkennbar geschadigt waren. 

Zur Abgrenzung nach der kurzwelligen Seite wurde auch die Trans- 
mission einer 1 cm dicken Schichte von 2% Essigséure gemessen und ein 
Kiivettenfilterversuch mit der gleichen Lésung durchgefiihrt. Zu diesem Ver- 
such wurde dieselbe unempfindliche Zwiebel verwendet wie bei dem einen 
der beiden abgebildeten Thioharnstoffversuche. Die Schutzwirkung des 
2% Essigsiure-Kiivettenfilters war gleich der Wirkung des 0,2 mol. (berech- 
net auf 10, Schichtdicke) Thioharnstoff-Kiivettenfilters. Sie war aber 
gréRer als die des 0.1 mol. (berechnet auf 10 « Schichidicke) Thicharnstoff- 
Kiivettenfilters. 

Der Verlauf der Transmissionskurven der verwendeten Lésungen gibt 
die Erklarung: Eine 10 « dicke Schicht von 0,1 mol. Thioharnstoff (= 10—* mol 
bei 1 em Schichtdicke) zeigt unterhalb von 230 my mit einem Maximum bei 
etwa 215 my noch einmal eine recht betrachtliche Transmission. 

Versuche mit anderen Substanzen, deren Lésungen ahnliche Trans- 
missionskurven besitzen und iiber die in einer nachfolgenden Arbeit berich- 
tet werden soll, bestatigten diese Beobachtung, daft den kiirzestwelligen 
Anteilen des UV-Lichtes eine besonders starke Schadwirkung zukommi. In 
diesem kiirzestwelligen Bereich unserer UV-Quelle ist aber die Méglichkeit 
zu radiochemischen Zerlegungen. zur Bildung von Ionen, Radikalen und 
Peroxyden zweifellos in erhéhtem Mae gegeben, so daf speziell fiir diesen 
Bereich auch chemische Schutzwirkung bestimmter Stoffe nicht von der Hand 
zu weisen ist. Doch tritt diese jedenfalls bei Substanzen nach Art des Thio- 
harnstoffes gegeniiber der Schutzwirkung durch physikalische Absorption 
weit zuriick. 

Die beobachteten starken Schuizwirkungen der Thioharnstoffvorbehand- 
lungen sind allerdings auch durch die Absorption seitens der in der imbibier- 
ten Membran vorhandenen, bzw. eventuell ins Protoplasma eingedrungenen 
Thioharnstoffmengen noch nicht ganz befriedigend zu erklaren, da dabei 
Stoffmengen angenommen werden miissen, die einer 5 bis 104 dicken 
Schichte entsprechen. Solche Schichtdicken werden aber kaum erreicht wer- 
den. Man wird daher zusatzlich auch an eine Anreicherung des Thioharn- 
stoffes in der Zellwand denken miissen. 

Die Dissoziationskonstante des Thioharnstoffes ist allerdings auferst 
klein. Sie betragt 1.1.10-1 (Stauff 1956). Die Halbwertsstufe ist erst bei 
pH-0,.96 erreicht. Bei annahernd neutraler Reaktion, wie sie die verwendeten 
Lésungen hatten, ist daher an sich kaum mit einer [onisation des Thioharn- 
stoffes zu rechnen. Es besteht aber durchaus die Moglichkeit, daB es durch 
die Dissoziation der in der Zellwand vorhandenen Pektinstoffe zu relativ 
hohen lokalen Azidititen (.,Austauschaziditat*) kommt, die den Thioharn- 
stoff zur Ionisation veranlassen. Dies kénnte aber dann auch zu einer elektro- 
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adsorptiven Anreicherung des Thioharnstoffes in der Membran und damit 
zu einer gesteigerten UV-Absorption der mit Thioharnstoff imbibierteu 
Membran fiihren. 

Zwei in Tab. 24 wiedergegebene Versuche sprechen fiir diese Méglichkeit: 
Innenepidermen der Zwiebelschuppe von Allium cepa wurden einerseits nur 
mit 0,1 mol. Thioharnstoff, andererseits mit Mischlésungen, die 0.1 mol. Thio- 
harnstoff und 0,2 mol. CaCl, enthalten, 30 Minuten lang vorbehandelt und 
dann besitrahlt. 0,2 mol CaCl, fiir sich allein zur Vorbehandlung verwendet, 
hatte keine nennenswerte Schutzwirkung. Die Mischlésung setzte aber die 
Schutzwirkung der reinen Thioharnstofflésung merkbar herab. 


Tabelle 24. Allium cepa, Innenepidermis: Verminderte Schutzwirkung bei Vor- 
behandlung mit einer Thioharnstoff-CaCl.-Mischlésung. 





Bestrahlungsdauer (min) 


Vorbehandlung (307min) 
2 | 2"), 





Kontrolle, H,O n a as 
0,1 mol Thioharnstoff T Pte . 
0,1 m Th.H. + 0,2 m CaCl, 
0,2 mol CaCl, 





Kontrolle H,O 

0,1 mol Thioharnstoff 

0,1 m Th.H. + 0,2 m CaCl, 
0,2 mol CaCl, 











Diese Versuche lassen sich folgendermafen interpretieren: Die elektro- 
adsorptive Bindung von Thioharnstoffionen wird durch den CaCl,-Zusatz 
unterbunden, da die doppelt geladenen Ionen des Ca++ andere Kationen 
aus ihren elektroadsorptiven Bindungen an saure Membransubstanzen ver- 
drangen (Héfler und Stiegler 1947, Kinzel 1953). In diesen Fallen 
kann also nur mehr die Imbibition der Zellwand mit Thioharnstoff, nicht 
aber eine Anreicherung desselben in der Zellulosewand fiir seinen durch die 
UV-Absorption gegebenen Schutzeffekt verantwortlich gemacht werden. 
Dementsprechend ist auch der Schutzeffekt geringer. Es sei allerdings nicht 
verschwiegen, daf in einigen anderen Versuchen kein Unterschied im Aus- 
maf der Schutzwirkung zwischen Vorbehandlung mit reinem Thioharnstoff 
und mit Thioharnstoff-CaCl,-Mischlésung zu beobachten war. 


Besprechung der Versuche 


Die den Strahlenschutzversuchen vorangegangene Untersuchung der 
Wirkung des Thioharnstoffes auf das Protoplasma unbestrahlter Zellen 
bestatigte seine Schadlichkeit in hypertonischen Konzentrationen (Héfler 
1939), zeigte aber andererseits, daff hypotonische Lésungen bis zu 0,3 mol 
und dariiber durch 48 Stunden schadlos ertragen werden. 

Um sicher im unschadlichen Bereich zu bleiben, wurde fiir die Mehrzahl 
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der Strahlenschutzversuche eine Konzentration von 0,1 mol Thioharnstoff 
gewahlt. Es zeigte sich dann allerdings, daf bei den fiir einen Strahlenschutz 
ausreichenden kurzen Vorbehandlungszeiten (meist 30 Minuten) auch noch 
héhere Konzentrationen ohne Nachteil fiir die Zelle verwendet werden kén- 
nen. Im Resistenzversuch konnte fesigestellt werden, daf eine halbstiindige 
Einwirkung einer 0,5 oder sogar 0,7 mol Thioharnstofflésung, bei nach- 
folgender Ubertragung in Wasser, in den Zellen der Zwiebel-Innenepidermis 
auch nach mehreren Tagen noch keine sichtbaren Schadigungen zur Folge 
hat. Zudem lie in den Bestrahlungsversuchen der tagelang vollkommen 
frische und gesunde Lebenszustand der durch ein Schott-WG ,-Filter wah- 
rend der Besirahlung abgedeckien Kontrollhalfte jedes einzelnen Schnittes 
die véllige Unschadlichkeit der zu den Schutzversuchen verwendeten Thio- 
harnstoffkonzentrationen erkennen. 

Die Bestimmung der Thioharnstoffpermeabilitat machte 
gewisse Schwierigkeiten. Die normale plasmometrische Permeabilitits- 
bestimmung durch Messung der Riickdehnung eines in hypertonischer Thio- 
harnstofflésung plasmolysierten Protoplasten ist wegen der Schidlichkeit 
des Thioharnstoffes in dieser Konzentration nicht méglich. Aber auch die 
Partialmethode. bei der zu einer plasmolyseerregenden, nicht permeieren- 
der Zuckerkonzentration noch eine unschadliche Menge des Thioharnstoffes 
zugefiigt und deren Permeation gemessen wurde, ergab fiir die Zwiebel- 
Innenepidermis keine zufriedenstellenden Werte. Der Thioharnstoff scheint 
am Tonoplasten einen bedeutenden Permeationswiderstand zu finden bzw. 
die Vakuolenhiille so zu veraindern, daB die Permeabilitat fiir Thioharnstoff 
siark herabgesetzt wird. 

Dieser geringen meBbaren Permeabilitat des Thioharnstoffes durch die 
Zellsaftvakuolen der Zwiebel-Innenepidermiszellen steht die Tatsache gegen- 
iiber, daf schon eine nur wenige Minuten andauernde Vorbehandlung der 
Zwiebel-Innenepidermis mit 0,1 mol Thioharnstoff, ja sogar nur das Auflegen 
der Schnitte auf mit 0.1 mol Thioharnstoff getrinktes Filterpapier wahrend 
der Bestrahlung bei sofortiger Riickiibertragung der Schnitte nach der Be- 
sirahlung in Leitungswasser. schon einen deutlichen Strahlenschutz bedingt. 

Das besagt aber, da der Thioharnstoff entweder schon durch die Imbi- 
bition der Zellwand oder vielleicht auch durch rasches Eindringen durch die 
auBere Plasmagrenzschichte (Plasmalemma) im Binnenplasma wirksam 
wird. wihrend er an der inneren Grenzschichte zur Vakuole (Tonoplast) 
den starken Permeationswiderstand findet. Dies kann aber andererseits zur 
Folge haben. daf der im Verlauf langerer Vorbehandlung in die Vakuole 
eingedrungene Thioharnstoff bei kurzem Auswaschen der Schnitte nicht so 
schnell in das Binnenplasma oder bis in die Zellwand zuriicktreten kann. 
Kurzes Wassern der vorbehandelten Schnitte vermag daher den Thioharn- 
stoff aus der Zellwand und — sofern eingedrungen — auch aus dem Binnen- 
plasma fast voéllig zu entfernen, so daft bei anschliefender Bestrahlung die 
Schuizwirkung ausbleibt. 

Dieser rapide Eintritt des Thioharnstoffes in die Zellwand und vielleicht 
auch in das Protoplasma erméglicht aufs beste den Nachweis, daB tatsichlich 
nur der zum Zeitpunkt der Bestrahlung in der Zelle vorhandene Thioharn- 
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stoff eine Schutzwirkung ausiibt. Nach der Seite vor der Bestrahlung ist die 
Abgrenzung durch die Méglichkeit des Auswaschens des im Plasma befind- 
lichen Thioharnstoffes gegeben. Die Wirkung des Thioharnstoffes waihrend 
der Bestrahlung ist durch den Schutz erwiesen, den Schnitte erfahren, die 
nur wahrend der Bestrahlung auf thioharnstoffgetranktes Filterpapier auf- 
gelegt waren und daff eine Nachbehandlung wirkungslos ist, zeigen Ver- 
suche, in denen die Schnitte ohne Vorbehandlung auf wassergetranktem 
Filterpapier bestrahlt und unmittelbar darauf in eine Thioharnstofflésung 
gelegt wurden. Hier war keine oder nur gelegentlich eine ganz schwache, 
nicht regelmafig zu reproduzierende Schutzwirkung zu erkennen. 

Man wird daraus schlieRen diirfen, daB der Thioharnstoff weder im Ver- 
lauf der Vorbehandlung irgendwelche, die schadigende UV-Strahlenwirkung 
auf das Protoplasma vermindernde festere Bindung mit strahlenempfind- 
lichen Plasmakomponenten eingeht, noch daf er nach der Bestrahlung in 
nekrobiotische Ablaufe schiitzend eingreift, sondern daf er nur im Augen- 
blick der Bestrahlung seine Schutzwirkung ausiibt. 


Dieses klare Ergebnis zeigt weiters, da der Schutzwirkung des Thio- 
harnstoffs gegen kurzwellige UV-Bestrahlung von Pflanzenzellen jedenfalls 
ein wesentlich einfacherer Mechanismus zugrunde liegt als seiner Schutz- 
wirkung in réntgenbestrahlten tierischen Organismen (vgl. Einleitung; 
Koch 1958). 

Die beim tautomeren Thioharnstoff mégliche SH-Gruppe, die bei verschie- 
denen Sulfhydrilkérpern als wesentlich fiir ihre Schutzwirkung angesehen 
wird, kann beim Thioharnstoff keine Rolle spielen, da mit Sicherheit ange- 
nommen wird, dafi sie im physiologischen pH-Bereich nicht frei ist. Koch 
(1958) betont nachdriicklich, daf® offenbar ganz entscheidende Unterschiede 
zwischen den Sulfhydrilverbindungen der Cystein-Cysteamin-Gruppe und 
dem Thioharnstoff bestehen miissen und beide keineswegs gleichsinnig als 
»~OH-Radikalfanger* angesehen werden kénnen. Als einen wesentlichen 
Unteérschied findet Koch, daf der Thioharnstoff im Gegensatz zum 
Cysteamin-Cystamin (Eldjarn und Pihl 1956) keine festen Bindungen 
mit Proteinen eingeht. Mit S*5-Thioharnstoff durchgefiihrte Dialyseversuche 
zeigten, daf der Thioharnstoff schnell aus Proteinlésungen (z. B. Rinder- 
serum) herausdialysiert. 

Transmissionsmessungen mit einem Beckmann-Spektralphotometer zeig- 
ten, da Thioharnstoff kurzwellige UV-Strahlen sehr stark absorbiert (siehe 
Abb. 12). Werden Quarzkiivetten mit Thioharnstoff in Konzentrationen ge- 
fiillt, die 0,1, 0,2 und 0,5 mol Thioharnstoff in 5 bzw. 10 ~ dicken Schichten 
entsprechen, und diese als Filter iiber unvorbehandelte Zwiebelinnenepider- 
men von Allium cepa gelegt. so erfahren diese einen ahnlichen Schutz wie 
nach 30 Minuten Vorbehandlung mit den gleichen Konzentrationen (siehe 
Tab. 23). Wir diirfen daraus schlieBen, da zumindest der Hauptieil der 
Schuizwirkung des Thioharnstoffes gegen UV-Bestrahlung durch die Ab- 
sorption dieser Strahlen in der mit Thioharnstoff imbibierten Zellwand, bzw. 
in dem in den Protoplasten eingetretenen Thioharnstoff zustande kommt. 

Die Beobachtung, daf 0,1 mol (berechnet auf 10 « Schichtdicke) Thioharn- 





368 R. Biebl, W. Url und Gertrude Janeéek 


stoff im Kiivettenversuch besser schiitzt als eine 2%ige Essigsdure (1 cm 
Schichidicke) und die Tatsache, daf der Thioharnstoff in dieser Verdiinnung 
im Wellenbereich unterhalb 230 mu, der von der Essigsiiure absorbiert wird, 
noch ein zweites kleineres Transmissionsmaximum besitzt (siehe Abb. 12). 
sprechen dafiir, daf auch dieser kurzwellige UV-Strahlenbereich eine 
wesentlich schidigende Wirkung auf die Zelle ausiibt. Da in diesem kurz- 
welligen Bereich aber radiochemische Zerlegungen mit Bildung von Ionen, 
Radikalen und Peroxyden in erhéhtem Mafe zu erwarten sind. erscheint 
die Méglichkeit fiir eine teilweise Schutzwirkung entsprechender Stoffe 
jedenfalls gegeben. Ob bei Thioharnstoff neben seiner starken Schutzwir- 
kung infolge .konkurierender Absorption“ auch noch ein gewisser chemi- 
scher Strahlenschutz vorliegt, konnte nicht mit Sicherheit entschieden werden. 


In vergleichenden Versuchen, in denen Zwiebelinnenepidermen einerseits 
mit Thioharnstoff und andererseits mit einer Thioharnstoff-CaCl,-Misch- 
lésung behandelt wurden, erfuhren in einigen Fallen die mit reinem Thio- 
harnstoff vorbehandelten Schnitte eindeutig einen besseren Schutz. Es wird 
dies als ein Anzeichen dafiir gesehen, daf der Thioharnstoff doch auch bis 
zu einem gewissen Grad in der Zellwand angereichert werden kann, was im 
Falle der Mischlésungen nicht méglich ist, da dort die Thioharnstoffionen 
durch die doppelt geladenen Ionen des Ca++ aus ihren elektroadsorptiven 
Bindungen in der Zellwand verdrangt werden. 


Die Dauer der Vorbehandlung hat bei gleicher Konzentration 
(z. B. 0,1 mol Thioharnstoff) keinen wesentlichen Einflu® auf die Schuiz- 
wirkung. Diese ist nach 12 Stunden Vorbehandlung kaum anders als nach 
30 Minuten Vorbehandlung. Der zwar nur langsam in die Zellsaftvakuole 
permeiernde, hingegen iiberaus schnell in die Zellwand und vielleicht auch 
durch die aufere Plasmagrenzschichte ins Binnenplasma eindringende Thio- 
harnstoff stellt sich anscheinend rasch mit der Aufenkonzentration ins 
Gleichgewicht. Es kommt im Protoplasma sidchtlich zu keinerlei Speicherung 
bzw. festeren Bindung. 


Um so deutlicher ist dem gegeniiber die Abhangigkeit der Schutzwirkung 
von der Konzentration der verwendeten Thioharnstofflésung. Tab. 15 
zeigt, da bei 30 Minuten Vorbehandlungsdauer Konzentrationen von 0,001 
bis 0,01 mol noch wirkungslos sind, da bei 0,05 mol bereits eine deutliche 
Schuizwirkung auftritt und daf diese bei Verwendung steigender Konzen- 
trationen anfangs sehr stark und gegen die héchsten Konzentrationen 
(0.55 mol) immer schwacher zunimmt (Tab. 14). Diese zunehmende Schutz- 
wirkung erklart sich zwanglos durch die Annahme, daf es auch hier jeweils 
zu einem Konzentrationsausgleich zwischen Aufenlésung und Thioharnstoff 
in der Zelle kommt, wobei der héhere Thioharnstoffgehalt infolge starkerer 
UV-Absorption, eine bessere Schutzwirkung auszuiiben vermag. 


Prinzipielles Interesse verdienen schlieBlich die Versuche iiber die W i r- 
kung des Thioharnstoffes auf plasmatische Verainde- 
rungen nach subletaler UV-Bestrahlung. Im Absdnnitt I 
wird darauf hingewiesen, da subletale UV-Bestrahlungen in einer Dauer 
von 15 bis 30 Sekunden bei der Zwiebelinnenepidermis und in einer Dauer 
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von 3 bis 4 Minuten bei der AuRenepidermis bereits sehr deutliche Perme- 
abilitatsinderungen in den bestrahlten Zellen zur Folge haben. Bei Innen- 
epidermen der Zwiebelschuppen von Allium cepa ist besonders auffallig 
die sich in einem schnelleren Plasmolyseeintritt iufernde Erhéhung der 
Wasserpermeabilitét und die bei Dauerwisserung nach Bestrahlung fest- 
zustellende Exosmose von Zellsafistoffen. Bei den Aufenepidermen ist die 
Hemmung der Glyzerinpermeabilitat eine regelmafig auftretende, durch 
viele Tage zu beobachtende Folge einer subletalen Bestrahlung. 

Trotzdem nun die Todesgrenze durch die Thioharnstoffbehandlung 
gegeniiber den unbehandelten Kontrollen auf die drei- bis vierfache Be- 
strahlungsdauer und héher hinaufgeriickt werden kann, werden die genann- 
ten Permeabilititsanderungen durch den Thioharnstoff iiberhaupt nicht be- 
einflu@t. Sie treten in den durch Thioharnstoff bestgeschiitzten Versuchs- 
serien nach gleich kurzen Bestrahlungszeiten auf, wie bei den nicht behan- 
delten Konirollen. Man wird annehmen diirfen, da es sich hier um eine 
vollig andere Strahlenwirkung handelt als bei jener, die zum Zelltod fiihrt. 

Da die Auswirkungen der Bestrahlung auf die Permeabilitatsverhalt- 
nisse des Protoplasmas durch die konkurrierende Absorption des Thioharn- 
stoffes nicht beeinfluBt werden, ist es offensichtlich, da diese durch langer- 
wellige UV-Bereiche ausgelést werden, als sie der Thioharnstoff zu absor- 
bieren vermag. Die tétlich schadigenden Wirkungen nehmen hingegen gegen 
den kurzwelligen Bereich des UV-Spektrums immer mehr zu. 

Gleiches gilt auch fiir die cytomorphologischen Veranderungen der 
Chondriosomen und der im Normalzustand meist améboiden Leukoplasten. 
Beide runden sich auch bei den bestgeschiitzten Zwiebelinnenepidermen 
nach gleich kurzen Bestrahlungszeiten, wie in den nicht vorbehandelten, 
ungeschiitzten Kontrollschnitten (siehe Tab. 22). 

Die Plasmastrémung hingegen erfahrt durch die Thioharnstoffvor- 
behandlung auch einen gewissen Schutz und bleibt ein Stiick in den ge- 
schiitzten Bereich hinauf erhalten. 


Zusammenfassung 


1. Gegenstand vorliegender Untersuchung isi die Frage, ob und unter 
welchen Umstanden an Pflanzenzellen (Epidermen von Zwiebelschuppen 
von Allium cepa, und von Blattunterseiten des Rotkohl und von Rhoeo dis- 
color) durch Thioharnstoff ein Schutz gegen die schadigende Wirkung kurz- 
welliger ultravioletter Strahlen (< 310 mu) erzielt werden kann. 

2. Der Hauptfrage nach der Schutzwirkung des Thioharnstoffes gegen 
UV-Bestrahlung wurde eine Untersuchung der Wirkung der UV-Strahlen 
auf die unbehandelten Zellen und eine Priifung der Wirkung des Thioharn- 
stoffes auf die unbestrahliten Zellen vorangestellt. 


3. Als Strahlenquelle diente eine Quarzanalysenlampe mit geradem 
Hochdruckbrenner (AS 300) der Firma Astralux (Wien) bei normaler Netz- 
spannung von 220 Volt. Bei der Bestrahlung wurde jeder Schnitt zur 
Halfte mit einem Schott-WG ,-Filter abgedeckt, das nur Strahlen linger 
als 310 mu durchlaft. Da unter dem Filter niemals Strahlenschadigungen 
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auftraten, kénnen die in der vollbestrahlten Halfte beobachteten Wirkungen 
den Strahlen kiitzer als 310 my zugeschrieben werden. 

4. Die Bestrahlungsversuche an den nicht vorbehandelten Epidermen 
ergaben charakteristische Resistenzgrenzen, die weitgehend von der Dicke 
der gegen die Strahlenquelle gerichteten duferen Zellwand abhangig zu 
sein scheinen. Die zur Tétung der Zellen nétigen Bestrahlungszeiten andern 
sich stark mit der Entfernung des Objekts von der Strahlenquelle. Es wurde 
daher in allen Versuchen ein gleichmafiger Abstand von 23 cm eingehalten. 
Der Lebenszustand der Zellen wurde im allgemeinen 24 Stunden nach der 
Bestrahlung gepriift. Die Todesbilder der Zellen sind fiir den UV-Strahlen- 
tod nicht besonders kennzeichnend. Charakteristisch sind hingegen die 
plasmatischen Veranderungen in den absterbenden sowie in den mit sub- 
letalen Dosen bestrahlten Zellen. 

5. Die Thioharnstoffresistenz der unbestrahlten Zellen reicht bei 48 Stun- 
den Einwirkung bis knapp an den hypertonischen Bereich heran (0,4 bis 
0,5 mol bei der Innenepidermis der Zwiebelschuppen und beim Rotkohl). 
Hypertonische Konzentrationen wirken stark schadigend. Gegen die Letal- 
konzentration zu treten Systrophen auf, wird die Plasmastrémung verlang- 
samt und treten Viskositatsinderungen im Protoplasma ein. Die in Wasser 
liinglichen Chondriosomen und améboiden Leukoplasten runden sich bei 
48stiindiger Einwirkung schon in 0,05 mol Thioharnstoff. Bei kiirzerer Ein- 
wirkungsdauer (30 Minuten) und nachfolgender Ubertragung in Wasser 
haben allerdings auch noch Konzentrationen von 0,5 bis 0,7 mol innerhalb 
mehrerer Tage keine nachteiligen Folgen. Die fiir die Schutzversuche ver- 
wendeten Konzentrationen und Einwirkungszeiten des Thioharnstoffes 
lagen daher durchwegs noch weit im subletalen Bereich. 

6. Die Permeabilitat des Thioharnstoffes laBt sich mit normaler plasma- 
metrischer Methode wegen der Schadlichkeit hypertonischer Konzentrationen 
an der Zwiebel-Innenepidermis nicht messen. Die mit Zucker kombinierte 
Partialmethode ergibt aber bei der Zwiebelinnenepidermis gleichfalls auf- 
fallend niedere Werte, die auf einen bedeutenden, wahrscheinlich erst durch 
die Thicharnstoffeinwirkung selbst verursachten Permeationswiderstand 
zuriickzufiihren ist. 

7. Die schon nach kiirzester Einwirkungszeit nachweisbare Strahlen- 
schutzwirkung des Thioharnstoffes zwingt zur Annahme, daf der lang- 
samen Permeabilitat des Thioharnstoffes bis in die Vakuolen eine sehr 
rasche Imbibition der Zellwande und vielleicht auch eine sehr rasche Initra- 
bilitat durch die A4ufere Plasmagrenzschichte bis in das Binnenplasma gegen- 
iiber steht. Der Permeationswiderstand ist wahrscheinlich erst an der Grenz- 
schichte zur Vakuole (Tonoplast) gegeben. 

8. An allen drei Versuchsobjekten war durch Thioharnstoff vorbehandlung 
ein klarer Schutz gegen die schadliche Wirkung der kurzwelligen UV-Strah- 
len zu erreichen Die Dauer der letalen Bestrahlungszeit lie® sich dadurch 
um das Zwei- bis Vierfache, unter Umstanden sogar noch viel weiter er- 
hohen. 

9. Die Mehrzahl der Schuizversuche wurde mit 0.1 mol Thioharnstoff an 
Zellen der Innenepidermis der Zwiebelschuppen von Allium cepa ausge- 
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fiihrt. Streng vergleichbar sind immer nur Versuchsreihen mit Epidermen 
einer und derselben Zwiebel, da verschiedene Zwiebeln oft recht verschie- 
dene Grade der Schiitzbarkeit zeigen. 

10. Die Fahigkeit des Thioharnstoffes, fast augenblicklich in die Zell- 
wand und vielleicht auch in das Plasma der Zwiebel-Innenepidermiszellen 
eindringen zu kénnen, erlaubt die eindeutige Feststellung, da der Thio- 
harnstoff seine schiitzende Wirkung nur ausiiben kann, wenn er im Augen- 
blick der Bestrahlung in der Zelle vorhanden ist. Er wirkt schon nach kiir- 
zesten Vorbehandlungszeiten (5 Minuten), ja sogar, wenn die Schnitte nur 
wihrend der Bestrahlung auf einem mit Thioharnstoff getrianktem Filter- 
papier aufgelegt sind, wahrend keine oder fast keine Schutzwirkung zu er- 
zielen ist, wenn die unbehandelten, auf Wasser bestrahlten Schnitie erst 
unmittelbar nach der Bestrahlung in Thioharnstoff eingebracht werden. 

11. Daf der Thioharnstoff keine festeren Bindungen mit irgendwelchen 
Zellwand- oder Plasmakomponenten eingeht geht daraus hervor, daf er 
auch nach lingerer Vorbehandlung schon durch kurze Wasserung (5 Minn- 
ten) wieder ausgewaschen werden kann. Wird anschliefend bestrahlt, so 
tritt keine Schutzwirkung mehr auf. 

In die gleiche Richtung weist die Tatsache, daf bei gleicher Konzentra- 
tion des Thioharnstoffes (z. B. 0.1 mol) die Dauer der Vorbehandlung von 
dem Zeitpunkt an, zu dem der Konzentrationsausgleich zwischen Thioharn- 
stoffgehalt in der Zellwand bzw. im Protoplasma und in der Aufenlésung 
erreicht ist, keine Rolle spielt. So besteht z. B. bei Verwendung von 0,1 mol 
Thioharnstoff kaum ein Unterschied zwischen einer Vorbehandlung von 
30 Minuten und einer solchen von 12 Stunden. 

12. Andererseits ist aber das Ausmafi der Schuizwirkung sehr von der 
Konzentration des Thioharnstoffes abhangig. Bei einer Vorbehandlung von 
30 Minuten Dauer zeigen sich die Konzentrationen von 0,001 bis 0,01 mol als 
wirkungslos, bei 0,05 mol ist bereits eine deutliche Schutzwirkung zu er- 
kennen, die dann bis zu 0,5 mol erst rasch und dann immer langsamer zu- 
nimmt. 

13. Der sich in der Erhéhung der Strahlenresistenz ausdriickende Schutz 
durch Thioharnstoff erstreckt sich auch bis zu einem gewissen Grad auf die 
Plasmastrémung. Sie bleibt in den vorbehandelten Schnitten stets bis zu 
etwas langeren Bestrahlungszeiten erhalten als in den nicht vorbehandeliten. 

14. Die nach subletaler Bestrahlung an nicht vorbehandelien Zwiebel- 
Innenepidermiszellen besonders deutlich zu beobachtende Erhéhung der 
Wasserpermeabilitat und bei Dauerwasserung nach der Bestrahlung ein- 
tretende Exosmose von Zellsafistoffen sowie die Hemmung der Glyzerin- 
permeabilitat in den Aufenepidermen der Zwiebelschuppen wird durch 
die Thioharnstoff-Vorbehandlung hingegen nicht beeinfluBt. 

Trotz Verlangerung der letalen Bestrahlungsdauer auf das Drei- bis 
Vierfache treten die erwahnten Permeabilitatsanderungen auch bei den mit 
Thioharnstoff vorbehandeliten Schnitten nach gleich kurzen Besirahlungs- 
zeiten auf wie bei den nicht vorbehandelten Kontrollen. Auch die Abrun- 
dung der Chondriosomen und Leukoplasten erfolgt nach gleich kurzen 
Bestrahlungszeiten wie bei den unbehandelten Kontrollen. 
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Dies fiihrt zu der Annahme, daf es sich hier um eine véllig anders ge- 
artete Strahlenwirkung handelt als bei jener, die zum Zelltod fiihrt. 

15. Versuche, in denen Quarzkiivetten mit verschieden konzentrierten 
Thioharnstofflésungen als Filter beniitzt wurden, zeigen, ebenso wie Trans- 
missionsmessungen mit einem Beckmann-Spektrophotometer, daff dem 
Thioharnstoff ein sehr groRes UV-Absorptionsvermégen zukommt. 

16. Ein Vergleich des Strahlenschutzes unter Thioharnstoffkiivetten und 
nach Vorbehandlung der Schnitte mit Thioharnstoff laRt schlieBen, daf zu- 
mindest die wesentliche Schuizwirkung des Thioharnstoffes in der Zelle auf 
dessen starker UV-Absorption beruht. 

17. Da auch eine mit 2%iger Essigsaure gefiillte, 1 cm hohe Quarzkiivetie 
den darunter liegenden Schnitt noch betrachtlich gegen die Wirkung der 
UV-Strahlung zu schiitzen vermag, erscheint erwiesen, daff die verwendete 
UV-Strahlenquelle noch reichlich Strahlen kiirzer als 230 my aussendet und 
daB diese eine stark schadigende Wirkung auf das Protoplasma ausiiben. 

18. In diesem kurzwelligen UV-Bereich unter 230 my bestehi die grofe 
Wahrscheinlichkeit, da® es auch zu gesteigerten strahlenchemischen Zer- 
legungen mit Bildung von Ionen, Radikalen und Peroxyden kommt, an 
denen auch ein chemischer Strahlenschutz einsetzen kénnte. Wie weit dieser 
beim Schutz durch Thioharnstoff eine Rolle spielt, muf bei dem starken 
UV-Absorptionsvermégen dieser Substanz offen bleiben. 

19. Die Versuche werden mit anderen Substanzen fortgesetzt. 
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It was reported by Bancher (1938) that there are two different types 
of petal degeneration during the course of the fading of Jris flowers. In 
the flowering of Iris germanica the petals, following their complete opening, 
become glassy and translucent from the margins owing to the infiltration 
of cell sap to the intercellular spaces, and then they roll up inward from 
the marginal to the basal part. Thus the fading petals become flaccid and 
finally somewhat flowing, so that they often spill violet sap when shaken. 
Another type of fading of Jris flowers is observed with such species as 
Tris notha, the petals of which neither become translucent nor cause sap 
infiltration. The flowers roll up like corkscrews and close with the petals 
kept dry. 

Tradescantia reflexa is the most commonly known plant and affords 
very suitable material fer the study of the life of ephemeral flowers. The 
corolla is composed of three purple petals whose appearances change 
strikingly during the course of the fading of the flowers. The purpose of 
the present study was to investigate the morphological and physiological 
characteristics of the petals during that period. It was also observed with 
Tradescantia flowers that the fading petals rolled up and finally became 
flowing, behaving somewhat like those of Iris germanica. Together with 
the petal rolling, the infiltration of cell sap, the separation of the cuticular 
layer from the epidermis and the spiral contraction of the vascular bundles 
were noticed as the features characteristic of the petal degeneration. The 
rolling of separated petals was considerably stimulated in high acidic 
solution. 


Periodicity of Flowering of Tradescantia reflexa 


The flowers of Tradescantia reflexa grown in pots were used throughout 
the experiment, which was carried out in the botanical laboratory of Hyogo 
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University of Agriculture at Sasayama during the months of May and June 
of 1958. 

The observation of the periodicity of flowering of Tradescantia was car- 
ried out on June 22nd and 23rd. The weather was very fine on those days 
and the temperature was about 25°C. on those mornings (at 10a.m.). In 
the afternoon of June 22nd, the buds which were due to open during the 
following morning could be readily distinguished, because they were stand- 
ing upright prominently with elongated peduncles. In the evening the 
violet petals began to emerge from the calyx, but it was at dawn (between 
4 and 3a.m.) of June 23rd that the petals expanded and the flowers were 
in bloom. The flowers closed between 1 and 2 p.m. However, the period 
during which the flowers are 
in bloom is influenced by 
weather conditions. They 
would close as early as noon 
in the strong sunshine of a 
clear day and as late as 6p.m. 
in cloudy and cool weather. 
Schumacher (1953) men- 
tioned that variation in tem- 
perature have a marked in- 
fluence on the length of the 
blooming period of ephemeral 
flowers. He observed with 
Tradescantia flowers, that 
they were in bloom for 108 
hours when the plants were 


Fig. 1. The behavior of petals of the fully 
expanded flowers exposed directly to the sun 
light. Petals exposed to sun light on the upper 
surface (left) and on the lower surface (right). kept at a low temperature 
The arrow shows the direction from which the of 5°C. 

light comes. Even if the plants were 
kept in complete darkness 
during the night and the following morning, opening of the flowers took 
place at about the normal time. The periodicity is therefore maintained 
overnight at least in the absence of light. Similar results have been 
obtained with Turnera ulmifolia (B al] 1933) and with Cereus grandiflorus 
(Schmucker 1928). 

Ball (1933) mentioned that in the flower-buds of Turnera ulmifolia 
exposed to light during the night, the corollas, although they emerge from 
the calyx, are unable to expand. According to him this action of light is 
cerrelated with an inhibition of the normal hydrolysis of starch in petals. 
Therefore the effect of illumination on Tradescantia flower-buds was 
investigated. However the flower-buds illuminated during the night opened 
normally on the following morning. 


The effect of light upon the behavior of the fully expanded petals was 
of some interest. The petals directly exposed to the sun light on their 
upper surface expanded concavely, and those exposed on their lower sur- 
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face somewhat convexly (Fig.1). A similar result was also obtained in 
an experiment carried out in the laboratory in which detached flowers or 
separated petals were illuminated either on the upper or lower side of the 
petals by an electric lamp. 


Withering and Closing of the Flowers 


The flowers of Tradescantia reflexa opened to their full extent at about 
10a.m. on a normal clear day in June, when the petals expanded at nearly 
right angles to their own peduncles (Fig. 2a, 2a’). At a more advanced 


Fig. 2. The change in appearance of Tradescantia flowers during fading. a, a’, An 

expanded flower; b, b’, an early fading flower. petals shrivelled and rolled up at 

margins. Dark colored portions indicate the sap infiltration to intercellular spaces 

of mesophyll; c. c’, a closed flower, petals rolled up for the most part, reduced con- 
siderably in size, and having become somewhat flowing. 


stage, the petals became curved concavely toward the inside, which is an 
indication of the initiation of senescence in flowers. This appeared nor- 
mally before noon. Each petal began to rise with time, especially at the 
base, so that the flowers became somewhat funnel-shaped. It was about the 
time when the distal parts began to shrivel and became semitransparent 
owing to the infiltration of cell sap into the intercellular spaces (Fig. 3). 
The infiltration extended by degrees in a basal direction and was followed 
by the rolling of the petals toward the upper epidermis which commenced at 
the margins (Fig. 2b, 2b’). The infiltrated portions could easily be 
distinguished by their appearance of dark violet. In one to two hours the 
flowers fully closed, after the petals had rolled up for the most part and 
become considerably reduced in size. But the petals were still rising up- 
right with their basal part (Fig. 2c, 2c’). These degenerated flowers were 
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so flowing that the violet sap fell from the petals in droplets when the plant 
was shaken. Finally, the withered petals were enveloped again entirely 
with their own calyx. 

Lepeschkin (1929) came to the conclusion that the closing and the 
withering of ephemeral flowers 
are independent phenomena. 
and confirmed this with regard 
to the flowers of Cichorium 
Intybus. Ball (1933) reported 
that the same holds good in 
the case of Turnera elegans. 
In the present investigation 
the author confirmed also with 
Tradescantia flowers that the 
two phenomena are quite in- 
dependent. The closing of flow- 
ers is mainly due to the rapid 

Fig. 3. A distal part of petal a portion of growth of the lower side of the 
which has become semitransparent owing petals especially in the basal 
to the infiltration of intercellular spaces. part. The opening of flowers is 


reversely due to the more rapid 
growth of the upper side of the petals in flower-buds. Such growth of 


petals has no direct relation with the above-mentioned degenerating pheno- 


Fig. 4. 

Fig. 4. Cross section of a fully expanded petal through its midrib. u, Upper epi- 
dermis: m. mesophyll; 1, lower epidermis: c. cuticle. Anthocyanin is present in the 
epidermis. The whole of mesophyll is glittering. 

Fig. 5. Cross section of an early fading petal through its midrib. Glitter has been 
lost in the upper half of mesophyll. 


mena, bui evidently has a close relation with aerobic respiration. For, ex- 
periments were carried out to prove that not only the opening but also the 
closing of flowers was inhibited if they were kept in nitrogen gas, free from 
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oxygen. The respiratory inhibitors such as KCN, NaF, DNP, and iodo- 
acetate also inhibited the movement of petals. The results obtained in these 
investigations will be reported in detail in another paper. 


Infiltration of the Cell Sap and Separation of the 
Cuticle 


Tradescantia petals are so frail and delicate that it is difficult to provide 
a fine slice preparation by the ordinary technique that demonstrates the 
anatomical structure of the fresh petal interior. So a device was adopted: 
a fresh petal was cut in two sections along its midrib and one part was 
held upright in the split of the pith of the 
elder, which was submerged in water aided 
by a metal plate so that the cross section 
came just below the water surface. The 
section thus held in water was observed 
under the microscope by reflected light. 
The epidermis, when seen in section, ap- 
peared to be darkened by the presence of 
anthocyanin (Fig. 4u, 41), while the whole 
of the mesophyll was glittering owing to 
the reflection of light by the intercellular 
air (Fig. 4m). At the section of the petal 
that commenced to roll up at the margins, 
such glitter was lost in the upper half of 
the mesophyll (Fig. 5). This probably means 
that the infiltration happened earlier in the 
upper half than in the lower half. Accord- 
ingly the upper lost its turgescence. while 
the lower still kept turgidity. This may have Fig. 6. A portion of petal 
some relation to the fact that petals roll where intercellular air is 


San ty ? . 5 ag contracting to the basal direc- 
up inside during the course of the fading a 4 
: tion. a, The portion still con- 
of flowers. 


taining intercellular air; i, the 

One of the conspicuous characteristics of portion infiltrated already 
petals in the fading of ephemeral flowers is with sap. 
the infiltration of cell sap to intercellular 
spaces as mentioned above. There arises the following question. Where does 
the intercellular air escape when the cell sap infiltrates? In observing the 
early fading petal under the microscope, the intercellular air was found to 
contract intermittently in a basal direction, associated with the injection of 
infiltrated sap (Fig. 6). No trace of the disappearing air was obtained. 
Surely the air does not escape from the stomata as there are no stomata 
cn both sides of the petal surface. 
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Concerning this, it is worthy of notice that the infiltration was preceded 


by separation of a very thin outer membrane from the petal epidermis. 
This separation as well as the infiltration took place initially at the mar- 
gines and extended in a basal direction. The separation was readily detec- 
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table even with the naked eye when the fading petals were immersed in 
water. More clearly could it be distinguished in the following way: a fully 
expanded petal was separated from the flower, placed on a glass plate, 
and covered with a small amount of water. In the course of time. the 
petal interior began to shrivel and rolled up from the margins as mentioned 
in the case of the fading flowers of normal plant, while its outermost fine 
layer long kept expanding up, independently of the remainings (Fig. 7). 
The cross section of a paraffin imbedded preparation demonstrating 
separation of the outermost layer from the surface of the epidermal cell 
walls is illustrated in Fig. 8. 


Fig. 7 Fig. 8. 
7. Separation of cuticle from the petal epidermis. The cuticle keeps expanding 
up. the remaining petal shrivels and rolls up at the margins. 
ig. 8. Cross section of the rolled-up margin of petal. enlarged. c, Cuticle sepa- 
rated from lower epidermal cell wall. 


This separated membrane was never stained purple with zinc iodine 
chloride, but became red brown with Sudan III. Therefore it was recog- 
nized as a cuticular layer or cuticle. Commonly in plant, the cuticle adheres 
closely to the surface of the epidermal cell wall from which it has originated. 
lt separates from the epidermis with difficulty. But as exceptional cases 
it has been reported to lie free and loosely over the wall in some floral 
hairs (Eames et al. 1949) and the leaf of the banana (Skutsch 1927). 

These degenerating behaviors of petals—the cuticle separation, the sap 
infiltration and the petal rolling—all take place initially at the margins 
and extend in a basal direction. They seem to have a close relation to each 
other, though the mechanism still remains obscure. The cuticle separation 
happens previously to the infiltration, which precedes the rolling-up of the 
petals. Therefore one possible explanation may be as follows: the separa- 
tion of the cuticle allows intercellular air to escape through some exceed- 
ingly minute openings of the outer wall, and this is accompanied by infil- 
tration of the intercellular spaces. The petal rolling may be caused by 
some relation to the infiltration. 
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Spiral Contraction of the Vascular Bundles and the 
Effect of Hydrogen Ion Concentration on the Petal 
Rolling 

Of special interest is the spiral contraction of the vascular bundles, 
which was found in the rolled-up area of the withering petals (Fig. 9, 10). 
Such contraction is associated with the petal rolling. This occurred in the 
process of normal degeneration of petals, but never happened in expanded 
portion of petals even if they were killed, for example. by being immersed 
in boiling water or kept in air containing dilute vapour of chloroform. It 


Fig. 9. 


Fig. 9. A distal part of the fading petal showing spiral contraction of vascular 

bundles. r, Rolled-up portion; i, the portion in which the sap has infiltrated to 

intercellular spaces but still no rolling takes place: a, the portion in which inter- 
cellular air is still present. The separated cuticle was removed. 


Fig. 10. Spiral contraction of vascular bundles, enlarged. 


is also of interest that both the rolling and the contraction are extensible 
again after the petals are boiled. In the petals of the fading flowers of 


Table 1. Degrees of petal rolling in different buffer solutions. 





The degrees of petal rolling 
pH of phosphate 


buffer solution 60 min. after beginning | 240 min. after beginning 
of immersion of immersion 





Commelina communis and some Iris species, a similar bundle contraction 
was observed, though not so distinctly as in Tradescantia. 


The effect of hydrogen ion concentration in medium solutions upon the 
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rolling of petals was investigated. The separated petals were immersed in 
and injected with phosphate buffer solutions (m/100) of different pH values 
by means of an evacuation pump. The degrees of petal rolling after one 
and four hours’ immersion are shown in Table 1. The rolling was markedly 
pronounced in the high acidic solutions. It was never produced at pH 7.9 
even after four hours, while it took place considerably after an hour at 
pH 3.4 (Fig. 11). It is, however, not clear if petals naturally become acidic 


Fig. 11. Shriveiling and rolling of separated petals after immersion for 4 hours in 
the phosphate buffer solutions of different pH values. 


as they degenerate. The withering petals did not become reddish, although 
anthocyanin contained in the epidermis is an indicator demonstrating cell 
acidity (Drawert 1954). 


Permeability and Osmotic Concentration of Cells 


A separated, early fading petal that began to roll up at the margins 
was injected with hypertonic solution of potassium nitrate (0.5m) and 
observed under the microscope. In the rolled-up area the epidermal cells 
were dead and colorless, the intercellular spaces having been already infil- 
trated with sap, while in the cells adjacent to this area the colored sap 
was still present in spite of the same infiltration of the intercellular spaces. 
Plasmolysis occurred in these cells, but in a few minutes rapid deplas- 
molysis began, during which they mostly collapsed to death and became 
colorless. On the contrary plasmolysis occurred normally and continued 
long in the cells of the basal part where neither infiltration nor rolling took 
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place. These observations indicate that the protoplasm permeability of 
cells increased as the tissues degenerated and finally they died to lose 
semipermeability. In consequence of this the infiltration of intercellular 
spaces was caused. 

The petals in the buds contained a large quantity of starch in the epi- 
dermis which disappeared almost entirely after the flowers had opened. 
in the mesophyll cells no starch was observed either in the buds or open 
flowers. Therefore the rapid expansion of petals seems to be connected 
with the hydrolysis of the stored starch in the epidermis. 

The incipient ‘osmotic concentration of epidermal cells was presented 
in Table 2. It is to be noted that the values in the expanded flowers were 
0.1 mol lower than those in the buds that were due to open on the following 


morning (expanded flower 0.27 mol; flower-bud 0.37 mol). From this fact 


Table 2. Osmotic concentration of the epidermal cells of Tradescantia petals. 





Osmotic concentration (mol) 





Apical part Central part Basal part 





{ Upper 0.27 0.27 0.26 


Opening flower se ie 
ee oe | Lower 0.27 0.27 0.26 


Flower-bul | Lower 0.31 0.31 0.31 

it is assumed that the rapid water uptake and enlargement of cells during 
the petal expansion not only cancelled the increasing effect upon osmotic 
concentration due to starch hydrolysis, but rather produced a decreasing 
effect upon it. No significant differences were found in the osmotic con- 
centration of epidermal cells in the portions—apical. central and basal, 
and also between the upper and the lower sides of petals. 


Summary 


1. The behavior of the petals in the fading of the ephemeral flowers of 
Tradescantia reflexa was investigated morphologically and physiologically. 
The flowers opened at dawn and closed in the early afternoon. During 
the fading, the petals were observed to shrivel, become semitransparent 
owing to the infiltration of the intercellular spaces and roll up from the 
margins. 


2. Preceding the infiltration of intercellular spaces, the separation of a 
very thin outer membrane from the epidermal cell walls was observed, 
which, together with infiltration, happened at the margins and proceeded 
in a basal direction. This membrane was recognized as the cuticle. One 
possible explanation for this separation may be as follows: it allows inter- 
cellular air to escape through some exceedingly minute openings of the 
outer walls, and this is accompanied by infiltration of the intercellular 


spaces. 
Protoplasma, Bd. LIII/3 26 
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3. The spiral contraction of the vascular bundles was observed in the 
rolled-up area of the withering petals. It occurred in the process of nor- 
mal degeneration of petals, but never happened in the expanding petals 
even if they were killed. Such contraction was found to be extensible 
again after petals were boiled. 

4. The expanded petals were separated, and immersed in and injected 
with phosphate buffer solutions (m/100) of different pH values. The rol- 
ling was markedly pronounced in the high acidic solutions. 

5. The petals in the buds contained a large quantity of starch in the 
epidermis which disappeared almost entirely after the flowers had opened. 
The rapid extension of the petals seems to be connected with the hydrolysis 
of the stored starch in the epidermis. The osmotic value of the epidermal 
cells of expanded petals was 0.1 mol lower than that of petals in the buds. 
The rapid water uptake and enlargement of cells during the petal expan- 
sion probably prevented them from increasing osmotic concentration. 
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I. Introduction 


Des recherches cytochimiques (Shimamura et Ota 1956; Idelman 
1958 ; Olszewska, 1960b) montrent que, au niveau du phragmo- 
plaste, deux constituants seulement peuvent étre décelés : !ARN et les 
protéines ; ces derniéres sont riches en groupements SH. 


En utilisant de la méthionine *“S, nous avons démontré, (Olszewska 
1960) que la présence du phragmoplaste implique une incorporation accrue 
de cet acide aminé. 


La kinétine, qui stimule la synthése de TARN et des protéines (Ol- 
szewska 1959a et b), accélére la formation du phragmoplaste ; ce fait a 
été constaté aussi bien in vivo que sur du matériel fixé (Olszewska 
1959 ¢ et non publ.). 

Ces constatations nous ont permis de supposer que la formation du 
phragmoplaste serait conditionnée par la synthése d’ARN et des protéines. 
Pour vérifier cette hypothése, nous avons étudié l’incorporation de l’adénine 
et de trois acides aminés (leucine, phénylalanine et méthionine) pendant la 
division cellulaire. Certaines de ces expériences avaient pour but détablir 
si la synthése éventuelle d’ ARN et de protéines se produit in situ a lendroit 
méme de la formation du phragmoplaste, ou si, au contraire, ces substances 
sont synthétisées dans le cytoplasme environnant pour étre transférées par 
aprés dans la région interzonale (espace entre deux groupements de 
chromosomes-fils). 


! Boursiére de la Fondation Rockefeller ; adresse permanente : Laboratoire 
d’ Anatomie et de Cytologie végétales, Université de Lodz, Lodz, Pologne. 
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2. Matériel et méthodes 

Toutes les expériences ont été faites sur le méristéme radiculaire 
cd’ Allium cepa. Aprés fixation dans un mélange de 95 p. d’alcool absolu et 
de 5p. dacide acétique glacial, les coupes a la paraffine d'une épaisseur 
de 8 u, ont été recouvertes d’émulsion Ilford G5 «in gel form », suivant la 
technique décrite par F icq (1955). 

Dans une premiére série d’expériences. des bulbes d’oignons, garnis de 
racines obienues par trempage dans de leau du robinet, ont été divisées en 
parties égales : un fragment a servi de matériel témoin. les autres ont été 
prétraités soit a la kinétine (0.05 uM/mli pendant 3.5h.), soit a la caféine 
(0,5 uM/ml pendant 1.5h.) : on sait que cette substance inhibe la formation 
du phragmoplaste (Kihl man et Levan 1949). 



































B nD! 
Fig. 1. Schéma représentant 4 étapes successives de la télophase dans le méristeéme 
radiculaire d’ Allium cepa. I — le début de ja télophase : le phragmoplaste a l’aspect 
dune bande éiroite. J] — télophase précece : les chromosomes sont agglomérés, le 
phragmoplaste occupe toute la région interzonale. 1]] — télophase moyenne : au 
niveau des chromosomes les chromonémas spiralés ainsi que des petits nucléoles 
sont visibles ; le phragmoplaste s’'approche des membranes de la cellule maternelle. 
IV — télophase avancée : le noyau. entouré par la membrane nucléaire contient 
les chromonémas déspiralés ; les parties les plus jeunes du phragmoplaste sont 
appliquées contre les membranes de la cellule maternelle ; 4 ce stade le phragmo- 
plaste disparait souvent du centre de la cellule. 


Les précurseurs radioactifs ont été employés aux concentrations suivan- 
ies dans de leau distillée : 


adénine-8-"C : 2.5 uC et 0.5 uM/ml : temps d’exposition : 2 semaines. 
dl-leucine-1-“C : 5 wC et 0.5 uM/ml : temps d’exposition : 4 jours. 

di-phénylalanine-2-“C : 5,2 wC et 2 uM/ml ; temps d’exposition : 6 jours. 
dl-méthionine *S : 4.6 wC et 0.25 uM/ml ; temps d’exposition : 2,5 jours. 


Dans le cas du matériel prétraité a la kinétine ou a la caféine., les milieux 
dincubation ont été additionnés de ces substances aux mémes concentra- 
tions que pour les prétraitements. 

La durée d‘incubation en présence des précurseurs radioactifs a été de 
30 min. 

Dans le deuxiéme groupe d’expériences, destinées a suivre la locali- 
sation de la synthése pour certains constituants du phragmoplaste, l'incu- 
bation avec le précurseur radioactif a été réduite 4 5 min. et suivie d'une 
incubation de 23 min. avec le précurseur non marqué a la méme concen- 
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tration. Dans ces expériences, qui n'ont porté que sur le matériel témoin, 
on a employé de ladénine-8-“C (23 wC et 5 uM/ml, temps d’exposition 
6 jours), de la dl-leucine-Il-“C (20 wC et 2uM/ml, temps d’exposition 
5 jours) et de la dl-méthionine *°S (28,7 wC et 2 uM/ml, temps d’exposition : 
3 jours) en solution dans de l'eau distillée. 


Pour calculer la surface occupée par le phragmoplasie, nous avons 


dessiné, a la chambre claire, sur du papier homogéne, a l'agrandissement 
1800, 10 cellules pour chaque étape de la télophase (télophase précoce, 
moyenne et avancée) ; le phragmoplasie. les chromosomes (noyaux) et le 
cytoplasme ont été découpés et pesés a 1 mg. prés. 


3. Résultats expérimentaux 


Nous avons distingué, selon le degré de la régression des chromosomes et 
évolution du phragmoplaste, 4 étapes successives de la télophase dans le 
méristéme radiculaire d’ Allium cepa (Fig. 1). 

Les résuliats concernant la surface occupée par 
le phragmoplaste sont présentés dans le Tableau 1. 

Les données sur lincorporation de ladénine 
et des acides aminés, aprés 30 min. dincubation. 
sont présentées dans les tableaux 2, 3. 4.5 et Fig. 2 


Dans les anaphases tardives, la région inter- 
zonale contient le méme nombre de traces pro- 
venant du “C des acides aminés que le cytoplasme 
environnant. En ce qui concerne l'adénine, la région 
interzonale nest presque pas radioactive et cest le 
début de la télophase qui déclenche une incorpo- 
ration intense. ' & S. 

Les données sur incorporation dans le phrag- Fig, 2 Incorporation 
moplaste représentent la moyenne des nombres de’ de la méthionine *S 
traces, comptées séparément pour les différents dans le phragmoplaste 
stades de développement du phragmoplaste. Quel (60min. d incubation). 
que soit le précurseur, le nombre des_ traces 
s’accroit & mesure que le phragmoplaste sélargit : c est toujours pendant 
la télophase avancé que le phragmoplasie est le plus radioactif. 

Dans le matériel témoin la radioactivité du cytoplasme reste au méme 


Tableau 1. Surface (en %) occupée par les chromosomes (noyaux). le cytoplasme 
et le phragmoplaste au cours de la télophase dans le méristeme radiculaire d’ Allium 
cepa. 





Organite Etape de la télophase 





précoce moyenne avancée 





chromosomes (noyaux) 19,2 18,9 22,9 


phragmoplaste 18,9 23,1 22,7 


cytoplasme 61,9 58,0 54,3 
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niveau pendant toute la télophase ; dans le matériel traité 4 la kinétine, 
elle augmente, mais elle reste toujours inférieure a celle du phragmoplaste. 


Tableau 2. Incorporation de l’adénine-8-"C, exprimée en nombre de traces par 
cellule, dans le cytoplasme des cellules en interphase, en anaphase et en télophase 
dans le méristéme d’ Allium cepa. 





| 


nombre de cellules | 


Traitement Ze. 
examinées 


nombre de traces 





interphase 0,82 

témoin anaphase 0,58 
télophase | 2: | phragm. 0,88 = 56,4% 
cytopl. 0,68 = 43,5% 


interphase 
kinétine anaphase 
télophase | 2 phragm. 
cytopl. 


interphase 
anaphase 
télophase 


caféine 


Tableau 3. Incorporation de la dl-leucine-1-""C, exprimée en nombre de traces par 
cellule, dans le cytoplasme des cellules en interphase, en anaphase et en télophase 
dans le méristéme radiculaire d’ Allium cepa. 





| | 


| | 
| nombre de cellules | 
| examinées | 
| 


Traitement nombre de traces 





interphase 1,02 

témoin anaphase | ‘ 0,84 
télophase | 0,65 = 46,1% 
| 0.76 = 53,9% 





interphase 
kinétine anaphase 25 | 
télophase | 2 | phragm. 1,40 = 56,0% 
eytopl. 1,10 = 44,0% 


fe interphase 
eaféime 
anaphase 


télophase 


Dans le matériel soumis a l'action de la caféine, on n'a envisagé que les 
télophases totalement dépourvues de phragmoplaste. Dans de telles cellules, 
au cours du déroulement de la télophase (estimé d’aprés le processus de la 
régression des chromosomes), la radioactivité du cytoplasme augmente 
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Tableau 4. Incorporation de la dl-phénylalanine-2-"C, exprimée en nombre de 
traces par cellule, dans le cytoplasme des cellules en interphase, en anaphase et en 
télophase dans le méristéme radiculaire d’ Allium cepa. 





| nombre de cellules 


Traitement stade stip 
examinées 


nombre de traces 








interphase 0,65 

témoin anaphase 1,01 
télophase | | phragm. 0,68 = 52,3% 
cytopl. 0,62 = 47,6% 

| | 

interphase 0,93 

kinétine anaphase | 0,91 
télophase | phragm. 1,09 = 53,1% 
| eytopl. 0,96 = 46,8% 





£63 interphase 2 0,52 
sie anaphase 0,33 


télophase 0,63 


Tableau 5. Incorporation de la dl-méthionine “S, exprimée en nombre de traces 
par cellule, dans le cytoplasme des cellules en interphase, en anaphase et en télo- 
phase dans le méristéme radiculaire d’ Allium cepa. 


| 


Traitement | stade 





nombre de traces 


| 
| 
| nombre de cellules | 
| examinées 





interphase 22 0,72 

témoin anaphase 0,42 
télophase | phragm. 0,96 = 58,8% 
| eytopl. 0,76 = 44,1% 





interphase 1,54 

kinétine | anaphase 0,87 
télophase : phragm. 1,86 = 51,3% 
cytopl. 1,76 = 48,6% 








interphase 1315 | 0,73 
anaphase 17 0,38 
télophase 110 0,71 


caféine 


Tableau 6. Rapports entre les nombres de traces contenues dans le cytoplasme, y 
compris le phragmoplaste, de cellules en télophase et en interphase. 





précurseur 





Traitement 


adénine leucine | phénylalanine méthionine 








2,35 
0,97 


kinétine 1,84 1,78 
Co Pere tp | 1,08 0,87 


témoin 1,90 1,38 | 2,00 | 2,38 
| 





392 M. J. Olszewska 


légérement : toutefois, dans le cas de la méthionine. elle reste & un niveau 
constant. iss 


Tableau 7. Incorporation de l'adénine-8-"C dans les cellules du méristéme radi- 
culaire d’ Allium cepa ; incubation pendant 5 min. avec l’adénine radioactive, suivie 


dune incubation durant 25 min, avec l'adénine non marquée. 





nombre de nombre de traces 
cellules 
examinées 


Etape de la 
télophase 
phragmoplaste cytoplasme 





| 


précoce 83 | 0,08 = 5,0% | 1,54 = 95,0% 


moyenne 62 | 0,35 = 30,0% 0,82 = 70,0% 
| 


avancée 25 1,44 = 69,2% 0,64 = 30,7% 


Tableau 8. Incorporation de la leucine-1-C dans les cellules du méristéme radi- 
culaire d’ Allium cepa; incubation pendant 5 min. avec la leucine radioactive, suivie 
dune incubation durant 25 min, avec la leucine non marquée. 





nombre de nombre de traces 
cellules 
examinées 


Etape de la 
télophase 
phragmoplaste cytoplasme 





précoce 59 0,55 = 25,4% 1,61 = 74,6% 





moyenne 69 | 0,73 = 33,7% 1,43 = 66,6% 


avancée 22 1,54 = 51,5% 1,45 = 48,5% 


Tableau 9. Incorporation de la dl-methionine *S dans les cellules du méristéme 
radiculaire d' Allium cepa ; incubation pendant 5 min. avec la méthionine radio- 
active. suivie d'une incubation durant 25 min. avec la méthionine non marquée. 





iiaie in Ton nombre de nombre de traces 
Y g 
; cellules 
télophase ; See | 
examinees phragmoplaste cytoplasme 





précoce 110 | 0,57 = 17,9% | 2,60 = 82,1% 


moyenne 139 = 31,0% 2,29 


avancée 61 85 = 50,5% | 1,81 - 


1 
Les résultats du deuxiéme groupe d'expériences sont présentés dans les 
tableaux 7, 8, 9 et Fig. 3. 
Le matériel, qui a subi le traitement total (incubation pendant 5 min. 
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avec le précurseur radioactif, suivie d'une incubation durant 23 min. avec 
le méme précurseur non marqué) montre, aprés le méme temps d’exposition, 
une radioactivité 2—3-fois plus élevé que le matériel fixé directement aprés 
5 min. d incubation avec le précurseur radioactif. 

L’incorporation de l’adénine (Tableau 7) montre que. dans les télophases 
précoces, le phragmoplaste est dépourvu de traces, tandis que le cytoplasme 
environnant est radioactif (Fig. 3b). Dans les télophases avancées, au con- 
traire, le phragmoplaste est plus radioactif que le cytoplasme (Fig. 3 ¢) : ce 
résultat ressemble beaucoup a celui obtenu pour Jlincorporation de 
l'adénine “*C aprés 30 min. d’incubation (Tableau 2). 

I] faut noter que, aprés 3 min. d’incubation avec l'adénine-“C le phrag- 
moplaste dés le début de sa formation (visible sous la forme dune bande 


a c 


Fig. 3. Incorporation de l’adénine-8-“C dans les cellules en télophase. a aprés 5 min. 

dincubation ; début de la formation du phragmoplaste : phragmoplaste marqué. 

cytoplasme non marqué. b et c 5 min. d’incubation avec l’'adénine marqué, suivie 

de 25 min. de lincubation avec l’adénine non marqué : b — télophase précoce, 

phragmoplaste non marqué entouré de cytoplasme marqué ; c — télophase avancée, 
phragmoplaste et cytoplasme également marqués. 


étroite) est fortement marqué (fig. 3 a), tandis que le cytoplasme n'est pas 
radioactif. 


En ce qui concerne lincorporation de la leucine et de la méthionine 
(Tableau 8 et 9), la radioactivité du phragmoplasie au stade de la télophase 
précoce est réduite : elle n’atteint que le quart de la radioactivité du cyto- 
plasme environnant. Le phragmoplaste, pendant la télophase avancée, est. 
par contre, plus radioactif que le cytoplasme : ce résultat est comparable 
a celui obtenu dans le cas de l’'adénine (Tableau 7). 


4. Discussion 


Nos résultats montrent que la formation du phragmoplaste s’accom- 
pagne d'une incorporation intense de l’adénine et des acides aminés : quand 
il existe un phragmoplaste, les cellules en télophase contiennent env. 2-fois 
plus de traces que les cellules en interphase ; par contre, dans le cas ou 
le phragmoplaste ne se forme pas (matériel traité a la caféine), ce rapport 
est proche de 1 (Tableau 6). La kinétine semble stimuler l’incorporation 
liée a la formation du phragmoplaste avec la méme intensité que l’incor- 
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poration dans le cytoplasme des cellules en interphase ; il faut noter néan- 
moins que, pour la-leucine et la phénylalanine, !e rapport entre les nombres 
de traces dans les cellules en interphase et en télophase est un peu plus 
élevé que dans le matériel témoin (Tableau 6). 

La surface du phragmoplaste représente, tout au plus, la moitié de celle 
du cytoplasme environnant (Tableau 1) ; cependant, le nombre de traces 
observées dans le phragmoplaste est égal (ou méme dépasse) celui du cyto- 
plasme ; on peut en conclure que le phragmoplaste est le siége d'une in- 
corporation de précurseurs beaucoup plus intense que le restant du cyto- 
plasme. Signalons toutefois que la densité du phragmoplaste (mesurée au 
microscope a interférence) est un peu plus élevée que celle du cytoplasme 
(Bajer, communic. per.). 

Parmi les trois acides aminés étudiés, la méthionine semble jouer un 
role particuliérement important dans le phragmoplaste. 

Nous pouvons conclure de nos expériences, dont les résultats sont 
résumés dans les Tableaux 7, 8 et 9, que, dans le cas de l’adénine, l’incor- 
poration dans le phragmoplaste est indépendante de celle qui se produit 
dans le cytoplasme environnant : en effet, le phragmoplaste qui se forme 
en Vabsence de précurseur radioactif ne se marque pas, bien qu'il soit 
entouré de cytoplasme radioactif. Dans ces~expériences, nous avons pu 
suivre tous les stades intermédiaires du marquage du phragmoplaste : il est 
radioactif, s'il s'est formé en présence du précurseur marqué (télophases 
avancées) ; le nombre des traces diminue au fur et 4 mesure que la quantité 
du précurseur radioactif, sil a été éliminé du milieu, décroit (télophases 
moyennnes) ; enfin la radioactivité du phragmoplaste est fortement réduite 
dans les télophases précoces. 

Il est possible qu'une certaine quantité de protéines se déplace du cyto- 
plasme vers le phragmoplaste. Mais il faut tenir compte que les résultats 
sont obienus par un défaut inévitable de la technique : le remplacement du 
précurseur marqué par le méme précurseur non marqué ninterrompt pas 
Yincorporation de composés radioactifs plus complexes, déja formés. Nous 
avons constaté, en effet, que la radioactivité des cellules augmente con- 
sidérablement aprés qu’elles ont été transférées dans le milieu non radio- 
actif. 

Bien que la méthode autoradiographique, avec application des pré- 
curseurs spécifiques, ne puisse démontrer directement une synthése nette, 
il est permis de penser que, dans nos expériences, incorporation accrue 
résulte d'une synthése intense se produisant au niveau du phragmoplaste. 

Rappelons que la région interzonale, qui est non radioactive a la fin de 
lanaphase se marque fortement dés l’apparition du phragmoplaste et que 
Tadénine, aprés 5 min. d’incubation, s’incorpore rapidement dans le 
phragmoplaste en voie de formation. Ces constatations font supposer que 
la synthése de lARN précéderait celle des protéines ; toutefois, elles co- 
existent pendant toute la période de développement du phragmoplaste. 

La synthése des protéines du phragmoplaste est donc étroitement liée, 
comme dans tous les systémes biologiques étudiés (B rachet 1957) a celle 


de TARN. 
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5. Résumé 


Nous avons étudié, par autoradiographie, l'incorporation de l’adénine 
4C et de trois acides aminés (leucine “C, phénylalanine “C, méthionine 
5S) au cours de la formation du phragmoplaste dans les cellules du méris- 
téme radiculaire d’ Allium cepa. 

Cette étude a montré que : 

1° La présence du phragmoplaste est liée 4 une incorporation accrue 
des divers précurseurs radioactifs. 

2° Le phragmoplaste est le siége d’une incorporation plus intense que 
le cytoplasme environnant. 

3° Les protéines et surtout !ARN contenus dans le phragmoplaste sont 
synthétisés in situ. 

4° La synthése de lARN précéde celle des protéines. 


Zusammenfassung 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einbau von RNS- und Protein-Prekur- 
soren (Adenin “C, Phenylalanin “C, Methionin *S, Leucin “C) mit Hilfe der 
Autoradiographie im Laufe der Bildung des Phragmoplastes im Wurzelmeristem 
verfolgt. 

Folgende Resultate wurden erhalten : 

1° Die Anwesenheit des Phragmoplastes ist verbunden mit der Steigerung des 
Einbaues von markierten Prekursoren. 

2° Der Einbau ist im Phragmoplast viel intensiver als im umgebenden Cyto- 
plasma. 

3° Proteine und vor allem die im Phragmoplast vorhandene RNS werden in 
situ synthetisiert. 


4° RNS unterstiitzt die Proteinsynthese. 


Nous tenons a exprimer a Monsieur le Professeur J. Brachet notre 
profonde gratitude pour l’accueil qu'il nous a réservé dans son laboratoire 
et pour les conseils et les encouragemenis qu’il nous a prodigués. Nous 
remercions vivement Monsieur le Professeur M. Errera qui a bien voulu 
nous aider de ses suggestions fructueuses. 
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Introduction 


Le phragmoplaste examiné in vivo au microscope ordinaire est 
d’apparence homogéne. tandis que. dans le matériel fixé aux fixateurs 
acides, des structures filamenteuses caractéristiques y sont visibles. C'est 
pourquoi la réalité de ces structures a été discutée jusqu’a la publication des 
recherches de [Lnoué (1953), faites en lumiére polarisée, Cet auteur a 
démontré que, dans les cellules vivantes, le phragmoplaste a une structure 
analogue a celle qui a été observée dans le matériel fixé. 

Les filaments du phragmoplaste sont beaucoup moins visibles au micro- 
scope éléctronique, aprés fixation au OsO, (Buvat et Puissant 1958, 
Porteret Machado 1960). Néanmoins, ces auteurs les décrivent comme 
des faisceaux de petits tubules, de nature ergastoplasmique. entourés des 
granules identiques aux grains de Palade. 

Bien que le réle du phragmoplaste et celui de lappareil mitotique soient 
différents, il nous semble logique de penser que leurs structures, 4 certains 
points de vue, sont comparables. 


En effet, VARN et les protéines sont présents tant dans le phragmoplaste 
que dans l’appareil mitotique (Shimamura et Ota, 1956). Inoué 
(1953) a observé, en lumiére polarisée, une biréfringence positive au niveau 
de l'appareil mitotique, analogue a celle qu'il a trouvée dans le phragmo- 
plaste. Mazia (1955), aprés avoir étudié l’action urée sur l'appareil mitoti- 
que isolé, a conclu qu il s'y trouve des ponts hydrogénes secondaires ; mais les 
chaines protéiques, qui constituent la structure fondamentale, sont liées 


1 Boursiére de la Fondation Rockefeller ; adresse permanente : Laboratoire 
«Anatomie et de Cytologie végétales, Université de Lodz, Lodz, Pologne. 
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par des ponts S-S; ces ponts S-S sont rompus par le #-mercaptoéthanol 
(Mazia 1958) qui les réduit en groupes —SH. 


Nous nous sommes proposés, par analogie avec les travaux de Mazia 
(1955, 1958), d’étudier l’action de l'urée et du f-mercaptoéthanol sur le 
phragmoplaste. Etant donné que la formation du phragmoplaste est ac- 
compagnée d'une synthése d’ ARN et de protéines (Olszewska 1960, 
1961), nous avons recherché si l'urée et le 6-mercaptoéthanoi ont une action 
sur l’incorporation de certains précurseurs marqués dans ce constituant de 
la cellule végétale en mitose. 


Matériel et méthodes 


Toutes nos observations ont porté sur le méristéme radiculaire d’ Allium 
cepa. Pour rendre plus visible la structure du phragmoplaste, nous avons 
utilisé des fixateurs acides : alcool-acétique 3:1 4 la température normale 
et alcool-acétique 19:1 & —8°C (racines destinées aux tests autoradio- 
graphiques). Les coupes a la paraffine, d'une épaisseur de 8u, ont été 
colorées par la méthode d’Unna. Cette coloration a été précédée, dans 
certains cas, par une digestion soit par la ribonucléase (Armour, 0,1 mg/ml, 
2h. a 37°), soit par la trypsine (0,1 mg/ml dans le tampon phosphate 0,05 M, 
1h. a 37°) ou la pepsine (2 mg/ml dans HCl 0,02 N, 2h. a 37°C) (Pearse 
1953). 

Le f-mercaptoéthanol a été utilisé pendant 05h. 4 la méme concen- 
tration que dans les recherches de M azia (1958), c’est-a-dire 0,1 M dans de 
Peau distillée. Pour que l’action de l'urée ne soit pas léthale, la concentration 
en urée a été réduite a 0,6 M (solution aqueuse), mais la durée du traitement 
a été de 3h. (d’aprés Putnam, 1953, l’action dépolymérisante de l’urée 
se constate a partir de 0,5 M). 

L’action du £-mercaptoéthanol et de lurée a été étudiée par la méthode 
autoradiographique décrite par Ficq (1955) ; l’émulsion Ilford G5 «in 
gel form » a été utilisée. On a employé surtout de la méthionine *°S, comme 
traceur, cet acide aminé s incorporant de fagon particuliérement intense au 
cours de la télophase (Olszewska 1960, 1961). 


Les racines ont été placées pendant 0,5h. dans une solution aqueuse 
contenant de la dl-méthionine *S a la concentration 0,6 «M et 6,66 wC/ml, 
a laquelle on a ajouté du f-mercaptoéthanol (0,1 M) ; pour les racines 
témoins, le milieu d’incubation était simplement de l'eau distillée. Le temps 
d’exposition a été de 2 jours. 


Le matériel prétraité a lurée (0,6 M) pendant 2,5h. a été ensuite traité 
pendant 05h. par une solution aqueuse de dl-méthionine **S, contenant 
0,25 uM et 4,6 wC/ml, additionnée d’urée 4 la méme concentration que pour 
le prétraitement. Les racines témoins ont été seulement incubées avec de 
la méthionine marquée. Les lames ont été développées aprés 3,5 jours d’ex- 
position. On a procédé de la méme maniére avec l’adénine-8-"C (0,5 uM et 
2.5 wC/ml ; temps d’exposition 2 semaines) et avec la glycine “C (1 uM et 
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1 wC/ml). L’incorporation de cette derniére a été mesurée au compteur ; on 
n'a examiné que la radioactivité totale et celle de la fraction acidosoluble 
(10 racines d’une longueur de 2mm. pour chaque expérience). 

4 étapes successives de la télophase ont été distinguées comme précedem- 
ment (Olszewska 1961). 


Résultats expérimentaux 


a) Caractére chimique des structures filamenteuses 
du phragmoplaste 


Le traitement des coupes 4 la ribonucléase ne détruit pas la structure 
du phragmoplaste, bien que toute son affinité pour la pyronine soit enlevée 
(Fig. 1 et 2). 

Aprés la digestion soit par la trypsine, soit par la pepsine, ces structures 
sont altérées. Les structures caractéristiques du phragmoplaste disparais- 
sent entiérement quand les coupes sont soumises successivement 4 l’action 
de ces deux enzymes (Fig. 3). 


b) Effet du ~-mercaptoéthanol sur le phragmoplaste 


L’incubation par le £-mercaptoéthanol empéche l’apparition du phrag- 
moplaste dans un certain nombre de cellules en télophase (Tableau 1). Le 
plus souvent, surtout dans les télophases précoces et moyennes, son action 
s exprime par une inhibition partielle de la formation du phragmoplaste : 
sa largeur est considérablement réduite, mais les structures encore recon- 
naissables présenient un aspect normal (Fig. 4 et Tableau 1). Les phragmo- 
plastes des télophases avancées (Tableau 1) sont peu sensibles a l’action 
du £-mercaptoéthanol. 


Tableau 1. Influence du p-mercaptoéthanol sur la formation du phragmoplaste dans 
le méristéme radiculaire d’ Allium cepa. (199 cellules examinées). 





étape de la télophase 
Anomalie 


précoce moyenne avancée 





absence du phragmoplaste | 22 8.3% | 11,1% 





formation du phragmo- 
plaste partiellement inhibée 5% | 49.6% | 5,5% 











phragmoplaste normal ,49 41,9% 83,3% 


20 min. aprés le remplacement de la solution de f-mercaptoéthanol par 
de l’eau distillée, la formation du phragmoplaste reprend : toutes les cel- 
lules en télophase en sont pourvues. Cependant, dans de nombreux cas, 
le développement du phragmoplaste est retardé et son aspect n’est pas en 
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rapport avec le degré de régression des chromosomes. C'est, pour cette rai- 
son, que nous considérons de telles cellules comme des « cytocinéses retar- 
dées » (Tableau 2 et 3). Dans ce matériel, on rencontre des cellules dont les 
noyaux-fils sont enti¢érement reconstitués et qui contiennent le phragmo- 
plaste : sa taille est celle quil a lors de la télophase moyenne (Fig. 5). 

40min. aprés l’élimination du j-mercaptoéthanol, le nombre des cyio- 
cinéses retardées diminue (Tableau 3) ; mais, comme dans lexpérience pré- 
cédente. c'est au cours des télophases avancées qu elles sont les plus fré- 
quentes, 


ae 


i 
Fig. 1. Télophase dans le matériel témoin coloré par !Unna. 
Télophase dans le matériel témoin ; la coloration 4 ’Unna a été précédée 
par l’action de la ribonucléase. 
Fig. 3. Télophase dans le matériel témoin ; la coloration a 'Unna a été précédée 
par l'action de la trypsine et de la pepsine. 
lig. 4. Télophase en présence de f-mercaptoéthanol : la régression des chromosomes 
est plus avancée que dans la Fig. 1, mais le phragmoplaste se présente sous la 
forme d'une bande étroite. 
Fig. 5. Cytocinése dans le matériel soumis pendant 30 min. a l’action du /-mer- 
captoéthanol. puis transféré durant 20 min. dans de l’eau distillée : les noyaux- 
fils sont entiérement reconstitués tandis que le phragmoplaste est en plein 
développement. 
Fig. 6. Télophase dans le matériel soumis a l’action de l'urée : la formation du 
phragmoplaste est inhibée. 
Fig. 7. Télophase dans le matériel soumis a l’action de l'urée : le phragmoplaste 
est partiellement détruit et présente un aspect ressemblant 4 celui que |’on observe 
apres la digestion par des protéases (Fig. 3). 
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Dans le matériel soumis a l’action du £-mercaptoéthanol, nous n’avons 
jamais rencontré de cellules binucléées ; cette constatation confirme que 
effet du f-mercaptoéthanol est entiérement réversible. 

I] faut ajouter que, les anomalies qui se produisent au niveau de l’ap- 
pareil mitotique sont semblables a celles que l’on trouve dans le phragmo- 
plaste, dans les cellules soumises a l’action du f-mercaptoéthanol. 


Tableau 2. Formation du phragmoplaste dans le méristéme radiculaire d’ Allium 
cepa, soumis pendant 30 min. a l’action du 6-mercaptoéthanol, puis transfére, durant 
20 min. dans de l'eau distillée (323 cellules examinées). 





étape de la télophase 
Déroulement des : . : 
cytocinéses 


précoce moyenne avancée 





cytocinéses retardées 22,3% 24,1% 59,8% 








cytocinéses normales ThEG 75,8% 


Ce dernier ninhibe pas l’incorporation de la méthionine *°S dans les 
cellules en interphase ; le nombre de traces est le méme que dans le matériel 
témoin (0,83 par cellule). L’incorporation dans les cellules en télophase est. 


Tableau 3. Formation du phragmoplaste dans le méristéme radiculaire d’ Allium 
cepa, soumis pendant 30 min. a l’action du b-mercaptoéthanol puis transféré, durant 
40 min., dans de leau distillée (231 cellules examinées). 





Déroulement, des 
eytocinéses 


étape de la télophase 
précoce moyenne avancée 





cytocinéses retardées 11,1% 16,0% 20,9% 





cytocinéses normales 79,1% 





par contre, diminuée de 37% ; or, nous avons montré précédemment 
(Olszewska 1960, 1961) que la formation du phragmoplaste s’accom- 
pagne d'une incorporation intense de cet acide aminé. 


c) Effetsdel’urée surle phragmoplaste 


Dans le matériel soumis 4 l'action de l’urée, trois cas peuvent se présen- 
ter : 1) le phragmoplaste ne se forme pas, 2) sa formation est inhibée (Fig. 6), 
3) le phragmoplaste présente un aspect qui ressemble beaucoup a celui 
ebienu aprés digestion par des protéases (Fig. 7). Ces anomalies se pro- 
duisent au cours de toutes les étapes de la télophase. 

Protoplasma, Bd. LIII/3 27 
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Sous linfluence de l'urée, incorporation de la méthionine **S dans le 
cytoplasme des cellules en interphase est fortement réduite ; elle ne repré- 
sente que le tiers de celle du matériel témoin. Dans les cellules en télophase, 
la radioactivité du cytoplasme est presque nulle dans les racines incubées 
avec l'urée. Des résultats analogues ont été obtenus au compteur avec de la 
glycine “C (Tableau 4) comme précurseur. 


Tableau 4. Radioactivité du méristéme radiculaire d’ Allium cepa incubé avec la 
glycine “C, exprimée en c. min./racine. 





radioactivité 
Traitement - maya 
fraction acidosoluble en % 








On ne constate pas deffet inhibiteur de lurée sur incorporation de 
l'adénine “*C. Le cytoplasme des cellules en interphase contient toujours le 
méme nombre de traces dans le matériel témoin (0,82 par cellules) que dans 
celui qui a été traité a lurée (0,79). 


Discussion 


Les structures fibrillaires du phragmoplaste sont constituées de pro- 
téines ; elles résistent 4 l’action de la ribonucléase qui enléve pourtant tout 
PARN contenu dans le phragmoplaste, mais elles sont totalement détruites 
par les protéases. 

L’action du f-mercaptoéthanol sur le phragmoplaste est entiérement 
comparable a celle qui a été constatée dans le cas de l'appareil mitotique 
des ceufs doursin par Mazia (1958). Ces ressemblances peuvent étre 
résumées de la fagon suivante : 1° Dans le méristéme radiculaire d’oignon, 
le f-mercaptoéthanol attaque tant l'appareil mitotique que le phragmo- 
plaste. 2° Les structures du phragmoplaste formées précédemment ne sont 
pas démolies sous l'action du f-mercaptoéthanol (peu de perturbations au 
cours de la télophase avancée, Tableau 1). 3° L’action du f-mercaptoéthanol 
est réversible (cytocinéses retardées qui apparaissent aprés lélimination du 
j-mercaptoéthanol du milieu, absence de cellules binucléées), 4° La toxicité 
négligeable du /-mercaptoéthanol (incorporation de la méthionine *’S est 
normale). 

Il en résulte que toutes les considérations de Mazia (1958) concernant 
Vaction du f-mercaptoéthanol sur l'appareil mitotique sont applicables au 
cas du phragmoplaste : le #-mercaptoéthanol empéche la formation des 
ponts S—S entre les protéines, soit par inhibition de loxydation du groupe- 
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ment SH lié aux protéines, soit par la compétition avec les groupemenis 
SH protéiques. Nous pouvons donc conclure que des liaisons S—S doivent 
exister entre les protéines qui donnent la structure fibrillaire au phragmo- 
plaste. 

L’inflence de l'urée sur le phragmoplaste est beaucoup plus complexe. 
L’urée inhibe considérablement l'incorporation des acides aminés marqués. 
En raison de l’action dépolymérisante de l’urée sur les protéines in vitro, 
on pouvait sattendre a ce que la plus grande partie de la radioactivité 
passe dans la fraction acidosoluble. Or, il n’en est rien ; la radioactivité 
de la fraction acidosoluble est la méme que dans le matériel témoin. On sait 
quune synthése de protéines est nécessaire pour que le phragmoplaste 
puisse se former (Olszewska 1961) : il est bien possible que l’inhibition 
de cette synthése par l'urée soit la raison pour laquelle le phragmoplaste 
n’existe pas dans certaines cellules. D’autre part, leffet desiructeur de 
lurée sur la structure du phragmoplaste déja formé (qui présente alors le 
méme aspect qu’aprés une digestion par les protéases), laisse 4 penser que 
des liaisons hydrogénes pourraient exister entre les protéines du phragmo- 
plaste. 


Résumé 
Les fibrilles constitutives du phragmoplaste sont de nature protéique. 
L’action du f-mercaptoéthanol permet de conclure que ces protéines sont 
liées par des ponts S—S. En présence durée, la structure du phragmoplaste 
est détruite, ce qui indique l’existence de liaisons hydrogénes. 


Zusammenfassung 
Unsere Arbeit fiihrt zu folgenden Resultaten: 1. Die im Phragmoplast befind- 
liche Faserstruktur besitzt einen Eiweiftstoffcharakter. 2, Der Effekt des /-Mer- 
kaptoadthanols gestattet die Annahme, daf die Proteine mit S—S-Briicken verbunden 
sind. 3. Bei Anwesenheit von Harnstoff wird die Phragmoplaststruktur zerstért. 
was fiir das Vorhandensein von H-Briicken spricht. 


Nous désirons exprimer notre profonds reconnaissance envers M. le Pro- 
fesseur J. Brachet qui a suggéré ce travail en nous aidant constamment 
de ses conseils et de ses critiques bienveillantes. 
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A. Introduction 


During the second half of the last century, the chromoplasts of plant 
cells excited the curiosity of many investigators, among whom were Weiss 
(1864, 1866), Kraus (1872), Schimper (1883, 1885), Meyer (1883 a), 
Fritsch (1883), and Courchet (1888). They made detailed studies of 
ihe yellow and orange plastids and attempted to understand how the great 
variety of chromoplast forms develop. In addition to round and oval forms 
which are similar to chloroplasts, the chromoplasts can also appear as 
filaments, spindles, rings, spirals, triangles, tetraeders, pentaeders, hexa- 
eders, or crystal-like bodies with concavely or convexely curved sides and 
drawn-out points. Schimper (1883) held the opinion at first that the 
crystal-like shapes were due to a protoplasmic framework which he related 
to “protein crystals” observed in certain leucoplasts. Meyer (1883 a) 
held, in contrast to Schimper, that the crystal-like shapes were caused 
by the crystallisation of the pigments. Schimper (1885) later conceded 
that crystallisation of the pigments does occur in the chromoplasts. Other 
botanists tried to explain the unusual shapes of the chromoplasis by 
more dynamic processes. Hofmeister (1867) thought that the different 
lengths of the drawn-out points of certain chromoplasts were caused by 
different raies of growth. Weiss (1864, 1866), Kraus (1872), and 
Fritsch (1883) concluded that the pointed chromoplasts were derived 
from round precursors by a process of vacuolization and disruption, and 
that the particular shapes were determined by the way in which the 
vacuoles fuse, come to the surface and disrupt the bodies. In this century, 
few botanists have made detailed investigations on the origin and develop- 
ment of chromoplasts although great progress has been made, especially 
through the work of Karrer and Zechmeister, on the chemistry 
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of the carotinoid pigments. Only Guilliermond (1917, 1919) has made 
new observations on the development of chromoplasts by describing their 
derivation from rod-shaped and filamentous mitochondria. 


Whereas many chromoplasis develop from colorless precursors (leuco- 
plasts), others pass through the stage of chloroplasts (Meyer 1883, 
Schimper 1885). The problem of the development of the chloroplasts 
will therefore be considered briefly. The early botanists believed that the 
chloroplasts develop directly from the cytoplasm. Moh (1855), Sachs 
(1862), Hofmeister (1867), Strasburger (1876), and others noted 
that areas of increased light reflection, often showing polygonal outlines. 
appear in the cytoplasm prior to the development of the pigments. 
Schimper (1880) originally shared this opinion but changed it when 
Schmitz (1883) and also he himself observed that differentiated plastids 
are already present in embryonic cells. Schimper (1883) and Meyer 
(1883 b) therefore concluded that plastids are never formed de novo but 
are derived by division from other plastids which pre-exist in embryonic 
cells and are transmitted through them to the next generation. During 
the years from 1910 to 1930, many botanists believed that plastids develop 
from mitochondria. However, according to Sorokin (1941),deRezende- 
Pinto (1952), and Weier and Stocking (1952), mitochondria and 
plastids represent different organelles of the plant cells. Straus (1953) 
has pointed out that plastids might well develop from submicroscopic 
precursors and therefore might appear to develop from the cytoplasm 
de novo. 


The problem of the origin and development of the chloroplasts and 
chromoplasis has important genetic implications. It is known that plastids 
can divide and that some of their properties can be transmitted by extra- 
nuclear inheritance. During the last few years, several attempts have been 
made to reach a better understanding of the development of the chloroplasis 
and to discover which constituents are responsible for their genetic con- 
tinuity. This question, and its possible relationship to the problem of the 
chromoplasts, will be discussed briefly in the last section. 


The work on chromoplasts of carrots, reviewed in the following pages. 
started from an accidental observation. After having investigated the pro- 
perties of colloidal carotene solutions under the direction of Professor 
P. Karrer (Karrer and Straus 1938, Straus 1939), the author 
examined carrot juice under the microscope. It had been generally assumed 
at that time that the orange and red “crystals” in carrot cells and carrot juice, 
were crystals of carotene, and that they were either completely detached 
from the plastids or accompanied by only small remnants of plastid material 
(Fritsch 1883. Meyer 1883a, Schimper 1885, Courchet 1888, 
Guilliermondet al. 1933, Weier 1942). However, the first exploratory 
examination of these “crystals” and especially of their disintegration forms 
led to doubts as to whether this interpretation was correct (Straus 1939). 
In order to clarify the nature of the “crystals,” experiments were performed 
during 1942 and 1943 at the Botanical Institute of the University of Geneva 
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(Switzerland), and, sporadically, during the years 1950 to 1955 at the depart- 
ment of Pathology, State University Medical College of New York'. The 
aims of these investigations were to make in situ observations on the forms 
and development of the chromoplasts of carrots (1953), to isolate them from 
the cells (1942 a, 1942 b, 1956), to analyze some of their biologically im- 
portant constituents (1954, 1956), to determine the microscopic structure of 
the “stroma” * (1943, 1950) and the state of their pigments (1939, 1953, 1956). 
Since the major time of the author was taken up with animal cell problems 
the work on chromoplasts has remained very fragmentary. 


B. Observations on chromoplasts in living cells of carrot 


1. Forms of chromoplasts in carrot cells (Straus 1953). 
-—The observations were made on carrot slices in 8% sucrose solution 
(cyclosis). 

According to their shapes, the following types of orange and red chromo- 
plasts were distinguished: 1. filamentous; 2. round or curved; 3. polygonal: 
4. spiral; 5. mixed. The majority of the chromoplasts belong into the poly- 
gonal class. Most of them are tetragonal, rectangular plates but triagonal, 
pentagonal and hexagonal forms are sometimes found. The tetragonal sheets 
and ribbons can reach giant size and fill a large portion of the cells, especially 
in the outer phloem cells of thick carrots. The orange sheets and ribbons 
are often curved. With increasing age and the accumulation of pigments. 
the chromoplasts grow thicker, become straight and turn red (Straus 
1956). Whereas the small polygonal chromoplasts resemble carotene crystals 
and often have been confused with them, the other forms (orange rings, 
spirals, filaments, etc.) do not resemble carotene crystals. 

2, Development of chromoplasts in carrot (Straus 
1953).—It was observed on living cells (cyclosis) of the xylem that colorless 
cytoplasmic areas which show ameboid movement duplicate the shapes 
of the chromoplasts. The hypothesis was made that these structures re- 
present the precursors of the chromoplasts and that the development of 
their forms is related to sol-gel changes of the cytoplasm. The following 
types of colorless cytoplasmic areas in ameboid movement were distin- 
guished: 1. round (discs and rings); 2. linear and angular (fibers, and plates 
delimited by these fibers); 3. mixed (discs transforming into polygonal 
plates, straight fibers transforming into rings). Most of these areas have 
submicroscopic dimensions. They can be recognized when their surrounding 
membranes (“border fibers’) are visible in the microscope, or when they 


1 [1 am indebted to Professor F. Chodat, chairman of the department of 
Botany, University of Geneva, and to Professor Jean Oliver, former chairman 
of the department of pathology, State University Medical College of New York. for 
having allowed me to work on chromoplasts in their departments. I am also grateful 
to Professor F. Weber for having asked me to review my work for “Protoplasma.” 


2 The term “stroma” is used in this report to designate the non-pigmented 
portion of the chromoplast. It does not imply a distinction between “stroma” and 


“grana.” 
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show the beginning of the orange or red pigmentation. It was suggested 
that the filamentous chromoplasts are derived from the fibers surrounding 
these colorless areas. The greater thickness of the surrounding fibers com- 
pared to that of the inner portions can still be recognized in fully developed 
chromoplasts. 


C. Observations on isolated chromoplasts of carrot 


1. Isolation procedures (Straus 1942a, 1942b, 1956).—Not 
much progress could be made with the in vitro study of the chromoplasts 
before it was possible to isolate them with a high degree of purity. The 
first preparations obtained from carrot juice by repeated agglutination 
at pH 5—6 and resuspension at pH 8~—9, contained, in addition to intact 
chromoplasts, many fragments of disintegrating chromoplasts and other 
cytoplasmic granules. Later, the chromoplasts were purified by agglutin- 
ation at pH 5—6, followed by “differential resuspension” of the sediment at 
the same pH. The resulting preparations contained approximately 5% 
carotene corresponding to 20 to 30% of intact chromoplasts (Straus 1942 b). 
The low degree of purity of these preparations could only be fully ap- 
preciated later when a comparison could be made with highly purified pre- 
parations. 


Very pure intact chromoplasts of carrot were obtained by flotation com- 
bined with differential sedimentation and resuspension (Straus 1954, 1956). 
By these procedures practically pure fractions of orange and red chromo- 
plasts were prepared from the same lot of carrots, the former by flotation 


on sucrose solution of density 1.12, the latter by flotation on the original 
carrot juice (approximate density 1.05). The different flotation properties 
reflect the lower density of the red chromoplasts compared to the orange 
ones. The isolation of the orange chromoplasts was greatly facilitated by 
their property to form compact layers on the walls of the centrifuge tubes 
both below and above the surface of the suspension when the chromoplasts. 
suspended in 30 to 35% sucrose solution, were centrifuged at high speed 
in an angle centrifuge. Fig.1 shows a highly purified fraction of orange 
chromoplasts. 

The purity of isolated, intact chrcmoplasts was estimated from their 
carotene content (see section C2) and by staining with methylene blue. 
Contaminating granules, a part of which may consist of clumps of agglu- 
tinated submicroscopic particles, as well as partially disintegrated chromo- 
plasts are stained intensely blue. Intact chromoplasts, on the other hand, 
are not stained by methylene blue except at their surrounding “membranes” 
since the pigments prevent the penetration of the dye into the “stroma.” 

Highly purified chromoplasts in aqueous suspension have unusual 
hydrophilic properties (Straus 1954). In this state, the chromoplasts 
show much higher “colloidal” stability than colloidal carotene suspensions 
although most chromoplasts are much larger than the tiny carotene crys- 
tals in “colloidal” suspensions of carotene. It was suggested that the high 
phospholipid content of the stroma (see section C 2) is responsible for the 
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hydrophilic properties of the chromoplasts. The possibility mentioned 
above, of separating intact chromoplasts by “differential resuspension” from 
contaminating, non-resuspending material and from disintegrating chromo- 
plasts, is probably based on these surface properties of the intact chromo- 
plasts. 


2, Chemical and enzymatic analysis of isolated 


chromoplasts of the carrot (Straus 1954, 1956).—The analysis 
of highly purified chromoplasts of carrots showed the following results. 
The carotene content varies between 19 and 56%. The pigment-free por- 
tion (“stroma”) contains approximately 22% proteins and 58% ether- 
alcohol soluble matter of 

which 21% is phospholi- 

pids. The RNA-conient of 

the protein fraction of the 

stroma was estimated, on 

the basis of ultra-violet 

absorption, to be 3.3 %. It 

would be higher, 5.9%, 

if RNA-phosphorus deter- 

minations were taken as 

the basis for calculation. 

The stroma contains 6 % 

ash, 0.4% ether-soluble 

calcium, and 0.04% iron. 

lt was suggested that the 

ether-soluble calcium is 

present as the ether-solu- 

ble calcium salt of phos- 

phatidic acid. 

It will be mentioned in section C3 that fragments of the stroma can be 
prepared by shaking higly purified chromoplasts, in aequeous suspension, 
with a little ether. It was found that these fragments are stained intensely 
by pyronine and that the staining is abolished by treatment with ribo- 
nuclease. This cytochemical demonstration of RNA in the stroma confirms 
the biochemical analysis for RNA mentioned above. 

The significance of the variation of the carotene content was analysed 
more closely. Since red and orange chromoplasts could be isolated from the 
same sample of carrots, and since the red chromoplasts showed higher 
carotene content and greater thickness than the orange ones, it was conclud- 
ed that the thick, red chromoplasts represent later stages of develop- 
ment than the thin, orange ones. Observations were made which sug- 
gest that the carotene content is increasing in multiples of the same unit 
amount, (n) equals 9.5. In 33 experiments, chromoplast fractions were 
obtained with an average carotene content of 19% (2n), 30% (3n), 37% (4n), 


3 Some of the figures were reprinted from Science 112, 745 (1950) with the per- 
mission of the American Association for the Advancement of Science. 
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47% (5n) and 356% (6n). It was suggested that this regularity might be 
related to the lamellar structure of the chromoplasts (see section C3) and 
that each layer may contain a constant amount of carotene. No difference 
was found in the proportion of a-carotene to f-carotene in fractions of 
chromoplasts showing different concentrations of total carotene. 
Exploratory experiments were made on the enzymatic properties of 
isolated carrot chromoplasts (Straus, unpublished). Although these ex- 
periments have not been completed, they may be reported here. Tests 
were made for two enzymes, lecithinase and cytochrome c oxidase. Leci- 
thinase activity was determined by measuring the amount of choline split 
off from lecithin after treatment with ether as indicated by Kates (1954). 


Table 1. Specific activities of lecithinase and cytochrome oxidase in isolated chromo- 
plasts of carrot and in diloroplasts of spinach leaves. 





Carrot roots Spinach leaves 
Total Isolated Chromoplasts Total Tsolated 
Extract? Exp. I Exp.II Exp. III | Extract Chloroplasts 





mg. Chlorophyll/mg. N ... 0.23 1.16 


mg. Carotene/mg. N...... 


Lecithinase 
(mg. Choline/mg. N 


Cytochrome ce Oxidase 
(QDI-units/mg. N) 





1 average of 3 experiments. 


Cytochrome oxidase activity was determined by measuring the amount of 
the red pigment formed from N, N-dimethyl-p-phenylene-diamine after 
addition of cytochrome c according to Straus (1956). For comparison, 
chloroplasts isolated from spinach leaves were also tested. Both types of 
plastids were purified by flotation on strong sucrose solution (see section 
4). 

The figures shown in Table 1 indicate that the isolated chromoplasis of 
carrot contain lecithinase. This confirms the observations by Kates 
(1954) as to the presence of this enzyme in plastids. The experiments also 
suggest that the chromoplasts of carrot contain cytochrome oxidase since 
the specific activities were considerably higher in the isolated chromoplasts 
than in the original extract. However, more experiments should be made 
before the presence of cytochrome oxidase in the chromoplasts can be con- 
sidered as proven. It should be noted that the high concentration of pig- 
ments does not permit an easy penetration of the reagents into the stroma 
(except at the “border fibers”) where the enzymes are localized. In the 
case of lecithinase, the stroma could be separated from the pigments by the 
ether treatment. In the case of cytochrome oxidase, similar treatment 
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could not be applied since it would destroy the enzymatic activities. 


It may be mentioned that t 


he variable proportions of carotene to nitrogen 


of the isolated chromoplasts (Table 1) reflect the accumulation of the. pig- 


ments and the regression of 


3. Microscopic str 


1950). — As was mentioned, 
the proportion of strome 
to pigments varies greatly 
in the chromoplasis of 
carrots at different stages 
of their development (see 
section C2). Young chromo- 
plasts with relatively high 
stroma and low pigment 
contents are therefore 
more favorable for this 
investigation than old chro- 
moplasts. 

Isolated chromoplasts 
sometimes show character- 
istics after partial, spon- 
taneous disintegration such 
as fragmentation, vacuoli- 
zation and striation. These 
permit conclusions to be 


the stroma (nitrogen) with age. 
ucture of the stroma? (Straus 1943, 


Fig. 2. Spontaneous disintegration of chromoplasts 
of carrot into many fiber-like fragments. 1800. 


made on the structure of the stroma. The 


following treatments were applied to remove or bleach most of the pigments 


Es Ree 
wove % ‘ 2 
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yi ; = “P< 
x vi: we ¢ 
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Fig. 5. 


Disintegrating chromoplasts showing parallel fibers. Fig. 3-4: 1800, 


and to preserve the stroma. 


8. 9 


Fig. 5: 900. 


Highly purified chromoplasts. fixed by heat 


on a microscope slide, were treated either with weak iodine solution, with hot 
water, with 70% acetone, or by long enclosure in glycerol. Highly puri- 
fied chromoplasts in aqueous suspension were treated with a little ether 


or with n-butanol. 
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a) Fibrillarstructure.—This structure was deduced from obser- 
vations showing spontaneous disintegration of isolated chromoplasts into 
many fiber-like fragments (Fig. 2), or parallel fibers appearing within the 
chromoplasts after one of the above treatments (Fig. 3-5). The observation 
of stripe-like vacuoles (Fig. 6) also point to the fibrillar structure of the 

stroma. The fiber-like nature and 
greater thickness of the sur- 
rounding “border fibers” can be 
recognized in intact as well as 
in partially disintegrated chromo- 
plasts (Fig. 3, 4, 8, 11, 12). 
Whereas the above charac- 
teristics indicate a fibrillar struc- 
ture of the stroma in one dimen- 
re sion, the occurrence of rectangu- 
lar vacuoles (Fig. 7) suggests a 
ka regular structure in two dimen- 
Fig. 6. Chromeplast with stripe-like va- sions. In this case two systems 
cuole, 1800. of parallel fibers. perpendicular 


to each other. would exist. Al- 
tough such a network structure of the stroma was seen in some experiments, 
not enough observations have been made. Since the microscopically visible 


7. Chromoplast with rectangular vacuole. 1500. 


Fig. 8. Chromoplast showing split. 1800. 


fibers probably contain bundles of submicrescopic fibrillae, electronmicro- 
scopy should be applied to clarify these questions. 

The splitting chromoplast shown in Fig. 8, may be related to the move- 
ments of polygonal cytoplasmic areas mentioned in section B2. The “bor- 


der fibers” originally surrounding colorless cytoplasmic areas in ameboid 
movement, can still be recognized to extend into the narrow split (Fig. 8). 
The movement of these areas probably has been arrested with the formation 
cf the pigments. 
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b) Lamellar structure—The lamellar structure can be recognized 
in those chromoplasis of carrot in which segments of superimposed layers 
are broken out. In such chromoplasts, parallel stripes can be seen which 
delimit the ends of layers, and the thicker segments can be recognized by 
their stronger coloration (Fig. 9-11). These characteristics can be obser- 
ved especially among the old, thick and red chromoplasts in which several 
lamellae are superimposed. 


Fig. 9-11. Chromoplasts showing superimposed lavers. 1800. 


c) Granular structure.—Sudh a structure may be deduced from 
tiny vacuoles and granules appearing in disintegrating chromoplasts 


ead 


% 


19%» ~~ 
“¥ Wa tok 
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Fig. 12. Fig. 13. 


Fig. 12. Disintegrating chromoplast showing small vacuoles and granules. 
Fig. 13. Part of stroma. stained with methylene blue. showing rows of tiny discs. 
D> @ = ¢ 
X2100. 


(Fig. 12). In one observation (Fig. 13), the parallel fibers of the stroma 
appeared to be composed of many superimposed discs at the limit of micro- 
scopic visibility. If this was not an artifact, it would indicate that the 
chromoplasis contain piles of superimposed discs, similar to the grana of 
chloroplasts. 

In the green upper paris of some carrots, plastids intermediate between 
chromoplasts and chloroplasts occur. Since chloroplasts have a pronounced 
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granular structure, it is possible that a granular structure can be seen 
especially in these intermediate plastids. The granular structure of the 
chromoplast seen in Fig. 14, may have been accentuated by diffraction arti- 
facts. The granular structure of most chromoplasts is probably submicro- 
scopic and should be examined by electronmicroscopy. 


4.State of the pigments (Straus 1939, 1953, 1956).—The state 
of carotene in the chromoplasts of carrots was compared to that in colloidal 
solutions and also to its adsorbed state, found, for example, on a chromato- 
graphic column of Al,O,. In colloidal solutions of carotene, the degree of 
dispersion can decrease gradually from submicroscopic crystals to micro- 
scopically visible crystals. In a similar way. the degree of dispersion of 
carotene in chromoplasts may decrease gradually. This would explain why 


the carotene crystals can assume the shapes 

of the chromoplasmic stroma. However. 

according to Meyer (1883) and Guillier- 

mond et al. (1933) the inverse is true: the 

chromoplasts take on the shapes of the 

carotene crystals. It may be pointed out in 

this connection that the filamentous and 

; round chromoplasts which can be seen in 

‘ = _¢ carrot cells (see section B1) have the same 

Cs, orange color as the crystal-shaped bodies. 

a This shows that there is no causal relation- 

Fig. 14. Chromoplast showing ship between the crystalline shapes of the 

granular and fibrillar struc- chromoplasts and the crystalline state of 
ture, 1800. the pigments. 


Colloidal solutions of carotene have an 
absorption band in the green region of the spectrum which is not present 
in solutions of carotene in organic solvenis (Straus 1939, Shibata 
1956). This absorption band varies between 490 and 530mu. It gradually 
shifts to longer wave lengths when the particle size of the small carotene 
crystals in “colloidal” solutions is increased experimentally. The absorp- 
tion spectra of carrot juice and of isolated carrot chromoplasts resemble 
those of such colloidal suspensions of carotene. The spectra become almost 
identical if a little lecithin has been added to the colloidal carotene 
solution during its preparation (Straus 1939). 

It was observed by Schimper as early as 1885 that the chromoplasts 
of carrot appear in orange and red shades. As was mentioned in sections 
C2 and C3, red chromoplasts are thicker and contain more pigments than 
the orange forms. Thus. different concentrations of the pigments are 
partially responsible for the different colors. In addition, the state of dis- 
persion of the pigments, depending on the varying amounts of accom- 
panying proteins and lipids. may also influence the shades of the orange 
and red chromoplasts. The pigments of orange chromoplasts of carrot 
probably are in close association with phospholipids thus resulting in stron- 
ger absorption of the light in the blue region of the spectrum. On the other 
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hand, red shades with a stronger absorption in the green region of the spec- 
trum, may appear in old chromoplasts with the accumulation of the pig- 
ments and the regression of the stroma (proteins and phospholipids). Red 
shades may also appear in young chromoplasts. In this case, they probably 
ir.dicate a stronger association of the pigments with proteins than with 
phospholipids thus decreasing the degree of dispersion of the pigments. 


When the chromoplasts of carrots are treated with 70 to 90 per cent ace- 
tone, the pigments of some chromoplasts are dissolved and the stroma be- 
comes visible (Straus 1943). Simultaneously, the pigments recrystallize 
on other chromoplasts in large crystals which have different shapes from 
those of the original chromoplasts. 


D. Review of some recent investigations on plastids 


A few reports of the literature which may bear on the problems of 
chromoplasts may be cited in this section. These reports concern the elec- 
tronmicroscopic investigation of certain chromoplasis, electronmicroscopic 
and certain physiological observations on the development of chloroplasts, 
the nucleic acid content and protein synthesis of chloroplasts, certain 
filamentous leucoplasts, and the possible relationship between plastids. 
mitochondria and other lamellar systems of cells. Since the author has not 
been able to follow the complete botanical literature during the last years, 
some interesting reports may have been omitted unintentionally. 

Frey-Wyssling and Kreutzer (1958) report on the electron- 
microscopic investigation of the pointed and spindle-shaped chromoplasts 
of Capsicum annuum and found that they contain bundles of submicro- 
scopic fibrillae. These investigators distinguish 3 types of chromoplasts: 
those with globuli, those with microscopic crystals of carotinoid pigments 
such as in carrot cells, and those with bundles of submicroscopic fibrillae. 
However, the distinction between the two last-named types does not seem 
to be justified. As was mentioned above (section C3), the microscopically 
visible fibers in the stroma of carrot chromoplasts probably also contain 
bundles of submicroscopic fibrillae. It is interesting that F re y-W yss- 
ling and Kreutzer draw a comparison between chromoplasts and 
virus bodies. Such a comparison has been made repeatedly by Straus 
(1942 b. 1943, 1953). 

No full agreement about the development of chloroplasts. investigated 
by electronmicroscopy, seems to have been reached (compare. for example, 
Perner 1956, Heitz 1957, Miihlethaler and Frey-Wyssling 
1959). The ideas of Miihlethaler and Frey-Wyssling may be 
cited as the most recent ones. According to these investigators, the chloro- 
plasts develop from submicroscopic vesicles, 20 my in size. When the ve- 
sicles have grown to 1 « diameter, invaginations of their outer membranes 
take place and give rise to the formation of the lamellae of the grana. In 
etiolated plants, a different development occurs: a “prolamellar body” is 
formed. As Heitz (1954, 1956), Leyon (1954), Perner (1956), and 
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Miihlethaler and Frey-Wyssling (1959) have found, this body 
shows in some plants a striking crystal-like arrangement of sub-uniis. 
After re-admission of light, the lamellae of the grana and of the stroma 
“grow out” from the rows of sub-units of the “crystal” in a regular fashion. 

The observations reported in section C3 have led to the conclusion 
(Straus 1943, 1950, 1953) that the crystal shapes of the chromoplasts of 
carrot are due to a crystal-like structure of the stroma, rather than to the 
crystallization of the pigments as had been generally assumed. The “pro- 
lamellar body” of young chloroplasts is another case where a “crystal” 
(not consisting of pigments) has been found in plastids. According to 
Perner (1956), the prolamellar body (his “primary granum”) contains 
nucleoproteins and lipids, and the sub-units are connected by fine filaments. 
If the prolamellar bodies of chloroplasts have a fibrillar structure, this 
would be analogous to the stroma of the carrot chromoplasts. It may 
be of interest to compare the structure of the chromoplast seen in Fig. 14 
with the structure of the prolamellar bodies of chloroplasts as observed in 
the electronmicroscopic investigations mentioned above. Both structures 
seem to be almost identical. However, diffraction artifacts have probably 
accentuated the submicroscopic structure of the stroma of the carrot 
chromoplast seen in Fig. 14, and therefore only cautious interpretations are 
possible. It should be noted that the chromoplast seen in Fig. 14 has deve- 
loped two new structures on an adjacent layer: a tetragonal rim and a 
diagonally extending rodlet. These “organizing” tendencies of the carrot 
chromoplast resemble those of the prolamellar bodies which also seem to 
“organize the “growing out” of lamellae in chloroplasts. It was mentioned 
in section C3 that carrot chromoplasts are composed of several superim- 
posed lamellae. If this interpretation is correct. this lamellation would be the 
expression of the “organizing” tendencies of a “prolamellar body” present 
in the stroma of the carrot chromoplasts. 

It was mentioned in section B2 that xylem cells of carrot slices embedded 
in sucrose solution show structures in ameboid movement the shapes of 
which resemble those of the chromoplasts. The long and branching filaments 
among them had previously (Straus 1953) been compared to the long and 
anastomosing “mitochondria” observed in plant cells by Buvat (1946. 
1947). Sorokin (1955) has observed similar, ameboid and anastomosing 
filaments in the cells of leaves of Lactuca sativa. She has found that the 
filaments arise under anaerobic conditions and has interpreted them as 
leucoplasts as did the author in the case of the carrot cells. It was 
pointed out (Straus 1953) that in carrot cells (xylem) the movements of 
these cytoplasmic areas show distinct formative tendencies. In one ex- 
periment, for example, it was observed that a colorless “crystal” was for- 
med by a sudden closing movement of one of its surrounding “membranes” 
(filament) just before cyclosis had stopped definitely. It was suggested in 
section C3 that the splitting of the chromoplast shown in Fig. 8 is due to 
similar movements. The question may be raised whether these movements 
represent dynamic aspects of the static pictures seen in the electron- 
micrographs of several investigators: “crystallization” of prolamellar 
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bodies; “growing out” of lamellae from them; fusion of submicroscopic 
vesicles into lamellae as suggested by Hod ge et al. (1956). As was men- 
tioned in the Introduction, already the early botanists had observed simi- 
lar dynamic processes during the development of the chromoplasts. 

It is interesting to note in this connection that the cells of carrots and 
the stroma of carrot chromoplasts are rich in ribonucleic acid (see section 
C2). Nucleic acids have also been found in chloroplasts by Sisakyan 
and Odintsova (1956), Spiekermann (1957), and Chiba and 
Sugakara (1957). Accumulation and synthesis of proteins, known to 
depend on nucleic acids, have been demonstrated in chloroplasts by de 
Deken-Grenson (1954), and Sisakyanand Filip povich (1957). 
It may be mentioned in this context that the relatively high concentrations 
of ribonucleic acids and phospholipids in the stroma of the chromoplasts 
of carrots (section C 2) call to mind the chemical composition of the “micro- 
somes’ and “endoplasmic reticulum” of animal cells where protein syn- 
thesis is known to be mainly localized. However, such a possible role for 
the nucleic acids of the chromoplasts in protein synthesis may be important 
only in the early stages of their development since the stroma regresses 
considerably with age. Later, they may be concerned mainly with the 
synthesis of enzymes functioning in the production of the pigments and 
lipids. 

The electronmicroscopic investigations of chloroplasts have not yet led 
to an agreement on the question of whether there exists in plastids 
a structure endowed with self-duplicating properties as postulated by 
Strugger (1950), Brawerman and Chargaff (1960) conclude 
from a quantitative investigation of the formation of bleached cells at 
elevated temperature that there is a self-duplicating system in Euglena. 
However, de Deken-Grenson and Godts (1960) investigated the 
descendance of bleached cells of Euglena after elevation of temperature, 
treatment with streptomycin, and irradiation, and came to the conclusion 
that the effects can not be explained by the loss of particles endowed with 
genetic continuity. 

The possible relationship of chromoplasts to mitochondria should be dis- 
cussed in view of the detailed investigations of Guilliermond (1917. 
1919) and his conclusions that the chromoplasts develop from rod-shaped 
and filamentous mitochondria. It has been the opinion of most botanists 
during the last 30 years that plastids and mitochondria are not related. 
Recently, however, Miihlethaler and Frey-Wyssling (1959) 
mentioned two new arguments in support of such a relationship. They 
pointed out that the electronmicroscopic aspects of young plastids and 
mitochondria are similar, and that photochemical phosphorylation, known 
to occur in plastids, is related to oxidative phosphorylation, known to 
occur in mitochondria. If further experiments would confirm the presence 
of cytochrome oxidase in the chromoplasts of carrots (section C 2), this 
would also point to a relationship between plastids and mitochondria. It 
may be mentioned that B ro wn (1954) found in various plant cells colorless 
bodies with shapes similar to those of the chromoplasts of carrot. The 
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bodies reduced tetrazolium chloride, and Brown discussed the possibility 
that they might contain mitochondrial enzymes. 

Previously, the lamellar structure of the chromoplasts of carrots had been 
compared to that of mitochondria, rod outer segments of the retina, and 
myeline sheets of nerve fibers (Straus 1942b, 1953). Recently, these 
analogies in the submicroscopic structure of plastids and other lamellar 
systems of the cells have been discussed in detail by Sjéstrand (1959) 
and Fernandez-Moran (1959). According to de Robertis (1956), 
the development of the stacked discs of the rod outer segments of the retina 
takes place in relation to submicroscopic filaments and vesicles containing 
‘morphogenetic materials. The comparison between carrot chromoplasts 
and the rod outer segments of the retina may be of special interest since 
both may contain the carotinoid pigments in a crystalline order near the 
surface of submicroscopic lamellae. The orderly arrangement of the 
rhodopsin molecules in the rod outer segments, investigated by Schmidt 
(1937) and Denton (1959), may be important for the transmission of 
light energy. A crystalline order of the pigment molecules may also play a 
role in the primary photochemical reaction of photosynthesis in the chloro- 
plasts (Tollin, Sogo, and Calvin 1958). 

Since chromoplasts are not active in photosynthesis, they have not 
excited the same interest as chloroplasts. However, chromoplasts have 
several properties which seem to make more intensive investigation worth 
while. It is hoped that the present report may induce other investigators 
to take up some of these problems. 
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Einleitung 


Bei der Vitalfarbung der Vakuolen von Pflanzenzellen mit basischen 
Farbstoffen kann man in der Regel eine sogenannte Fairbeschwelle 
beobachten: wendet man eine nach pH-Werten abgestufte Farblésungsreihe 
an, dann Jat sich in allen Lésungen bis zu einer bestimmten Aciditat eine 
Farbspeicherung in dem betreffenden Zellsaft erzielen, in allen Lésungen 
mit gréRerer Aciditat bleibt jedoch die Farbspeicherung aus. Die Erschei- 
nung ist in ihren Grundziigen schon seit langem bekannt (vgl. Drawer t 1956, 
S. 264 ff.), wurde dann besonders von Strugger (1936, 1940, 1941) untersucht 
und seither von zahlreichen Forschern (z.B. Drawert 1940, Hofler 1947 a,b, 
Hofler und Schindler 1951 u. v. a.) immer wieder beobachtet. Eine theore- 
tische Bearbeitung der genannten Erscheinungen (Kinzel 1954b, 1959) 
ergab dann, daft der Begriff der Farbeschwelle nicht eindeutig ist. Fiir 
wleere* Zellsifte im Sinne von Héfler (1947 a, 1949 a), die basische Farb- 
stoffe nur auf Grund ihrer Aciditat durch eine lonenfallenwirkung speichern, 
ergibt die Theorie, daf eine Farbspeicherung grundsatzlich nur dann statt- 
finden kann. wenn die aufere Farblésung alkalischer ist als der betreffende 
Zellsaft (vgl. Kinzel 1959). Die sogenannte absolute Fiarbe- 
schwelle mu® also dort liegen. wo in der angewandten pH-gestuften 
Farblésungsreihe der pH-Wert des Zellsaftes unterschritten wird. Nun be- 
einfluBt aber der pH-Wert der Farblésung auch den Zustand des Farbstoffes 
selbst: unterhalb eines (fiir jeden Farbstoff charakteristischen) pH-Wertes 
liegt ein basischer Farbstoff zum iiberwiegenden Teil in Form von Kationen 
vor, fiir die das lebende Protoplasma praktisch undurchdringlich ist. Ober- 
halb dieses bestimmten pH-Wertes wandeln sich die lonen mehr und mehr 
in die Molekiile der Farbbase. die lipophil sind und das lebende Protoplasma 
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leicht durchdringen kénnen. Bei einer konkreten Konstellation von Zellsaft- 
pH und Umschlagspunkt des angewandten Farbstoffes kann es nun vor- 
kommen, dafi nach der iiblichen, etwa 10 bis 20 Minuten langen Farbezeit 
im Zellsaft auch dann keine Farbspeicherung sichtbar wird, wenn er saurer 
ist als die gerade angewandte Farblésung. Dies wird dann der Fall sein, 
wenn der angewandte Farbstoff einen weit im Alkalischen liegenden Um- 
schlagspunkt besitzt, so da beim angewandten pH-Wert die Konzentration 
der permeierfahigen Farbbasenmolekiile sehr klein ist. In diesem Falle tritt 
eine Farbung erst dann ein, wenn man die Farblésung noch alkalischer 
macht, so daB der Anteil der Farbbasenmolekiile in ihr einen bestimmten 
notwendigen Wert erreicht. Naheres iiber diese sogenannte relative 
Farbeschwelle findet sich bei Kinzel (1959). Es ist nun bemerkens- 
wert, daf diese relative Farbeschwelle von der Farbe zeit abhangig sein 
mu: laRt man eine Lésung mit einem sehr geringen Anteil an Farbbase 
nur lange genug auf die betreffenden Zellen einwirken, dann wird die Farb- 
speicherung schlie8lich doch sichtbar werden, wenn sie grundsatzlich még- 
lich ist. Die relative Farbeschwelle wird sich daher bei Verlangerung der 
Farbezeit in der Richtung zur absoluten hin verschieben. Diese Eigentiim- 
lichkeit war bisher nur theoretisch abgeleitet und noch kaum experimentell 
verifiziert worden. Eine Gelegenheit zu dieser Verifikation ergab sich bei 
einer Arbeit iiber die Vitalfarbung der stark sauren Zellsaifte von Begonia- 
Arten, in deren Rahmen umfangreiche Versuchsreihen angestellt wurden, 
die sowohl nach dem pH-Wert als auch nach der Fiarbezeit abgestuft waren. 
Die Versuche stellen einen Teil der Dissertationsarbeit von R. Imb dar. 


Die Auswertung der Versuchsergebnisse brachte dann noch einen Beitrag 
zu einem weiteren wichtigen Gesichtspunkt, namlich zum Problem der 
pH-Bestimmung eines Zellsaftes in vivo. Schon seit langem 
versuchen die Vitalfarber immer wieder, ihre Ergebnisse nach dieser Rich- 
tung hin auszuwerten (vgl. dazu die kritische Darstellung von Drawert 
1955). In alterer Zeit glaubte man vielfach in gefarbten Zellsaften Indikator- 
effekte beobachten zu kénnen, man verglich die im Mikroskop gesehenen 
Farbténe mit pH-Reihen in vitro. Spater stellte sich dann heraus, da die 
basischen Farbstoffe fiir dieses Verfahren ungeeignet sind. Sie zeigen nam- 
lich im Vitalfarbeversuch regelméRig metachromatische Effekte. 
Diese werden bei .leeren“ Zellsiften einfach durch die hohe Farbstoff- 
konzentration im Zellsaft bedingt und tauschen dann alkalische Reaktion 
vor, wahrend sie bei .,vollen“ Zellsaften durch eine chemische Bindung des 
Farbstoffes an zelleigene Flavone und Gerbstoffe hervorgerufen werden 
und dann saure Reaktion vortauschen (vgl. dazu Kinzel 1958). In jiing- 
ster Zeit hat nun Pilz (1959) nachgewiesen, daf auch mit den von Small 
(1955, 1956) empfohlenen sauren Farbstoffen eine pH-Bestimmung in vivo 
leider nicht méglich ist. So kommt also die kolorimetrisc he Methode. 
d. h. die Auswertung des Farbt ones vitalgefarbter Vakuolen, fiir deren 
pH-Bestimmung nicht in Frage. 

Eine andere Méglichkeit zu einer pH-Bestimmung in vivo ergibt sich, 
wenn man die obenerwahnien Gesetzmafigkeiten der Speicherung basi- 
scher Farbstoffe in .leeren* Zellsaften iiberdenkt. Ein basischer Farbstoff 
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wird nur dann gespeichert, d. h. iiber die Aufenkonzentration hinaus an- 
gereichert, wenn der betreffende Zellsaft saurer ist als die angewandte 
Farblésung. Man miiftte also aus der Lage der Firbeschwelle in 
einer entsprechend fein abgestuften pH-Reihe von Farblésungen auf den 
pH-Wert des Zellsaftes schlieRen kénnen. Das Verfahren gilt mit zwei 
grundsatzlichen Einschrankungen: 

1. es ist nur auf .leere* Zellsafte anwendbar. .,Volle“ Zellsifte 
wiirden eine zu saure Reaktion vortaéuschen; 

2. es muf im konkreten Fall Gewifheit dariiber herrschen, da die a b- 
solute, durch die Eigenschaften des Zellsaftes bedingte Farbe- 
schwelle beobachtet wurde und nicht die relative, durch die Dissozia- 
tionsverhaltnisse des Farbstoffes bedingte. 

Overbeck (1957) hat bei Bryophyllum-Arten mit Hilfe von Neutral- 
rot im Bereich von pH 4,3 bis 5,7 eine recht gute Ubereinstimmung zwischen 
der Farbeschwelle und dem pH-Wert des Prefsaftes beobachtet. Hier waren 
also die obengenannten beiden Fehlerquellen offensichtlich nicht wirksam. 
Soll nun diese Methode der pH-Bestimmung weiter ausgebaut werden, dann 
ist zunachst nach allgemeinen Kriterien zu suchen, die die obengenannten 
Fehler vermeiden helfen. Davon soll im folgenden die Rede sein. 


Methodik 


Es wurden Lingsschnitte durch das Blattstielparenchym verschiedener 
Begonia-Arten hergestellt und in Farblésungsreihen mit gestuften pH-Wer- 
ten iibertragen. Die Einstellung der pH-Werte geschah durch Zusatz von 
Phosphatpufferlésungen nach den Angaben von Strugger (1949) bzw. 


Kinzel (1954a). Nur die pH-Werte unter 2, die fiir die Chrysoidinver- 
suche notwendig waren, wurden durch Zusatz von reiner HCl erreicht und 
jeweils mit der Glaselektrode nachgemessen. Das Hauptversuchsobjekt war 
Begonia hydrocotylifolia. Orientierende Versuche mit anderen Begonia- 
Arten ergaben vergleichbare Resultate. 


Ergebnisse 


i. Die Priifung auf .vollen* oder ,leeren* Charakter des 
Zellsaftes 


Hier handelt es sich also um das oben geforderte Kriterium zur Aus- 
schaltung der erstgenannten Fehlerquelle. Die zuverlissigste Methode zu 
dieser Priifung ist die Vitalfarbung mit Akridinorange. HOfler (1947 a. 
1949) hat als leere Zellsafte diejenigen Vakuolen bezeichnet, die die 
Kationen des genannten Farbstoffes mit roter Fluoreszenzfarbe anreichern. 
Die vollen Zellsaifte hingegen speichern eine Verbindung des Farbstoffes 
mit zelleigenen Speicherstoffen, die grell griin fluoresziert. 

Zur Interpretation der beobachteten Farbténe vergleiche Kinzel]l 
(1958). Beziiglich der chemischen Natur der Speicherstoffe hat Bolay 
(1960) in ausfiihrlichen Versuchen gezeigt, da es sich um Substanzen aus 
der Klasse der Flavonoide und Gerbstoffe handelt. 

Versucht man die Zellen des Blattstielparenchyms von Begonia mit 





Uber Vitalfairbung stark saurer Zellsafte und eine Methode zur pH-Bestimmung 425 


Akridinorange zu farben, dann stellt sic zunachst heraus, daf sie, nach 
den iiblichen Farbezeiten von 10 bis 20 Minuten, nur in den alkalischen 
Farblésungen eine ziemlich schwache mattgriine Fluoreszenz der Vakuolen 
zeigen. Nun war aber eine sehr intensive Farbspeicherung erwartet worden, 
da die Zellsifte von Begonia — wie bekannt — stark sauer reagieren. Es 
erwies sich dann, dafi eine solche intensive Farbspeicherung nach langerer 
Farbezeit tatsachlich auftritt. Vielleicht ist diese langsame Anfirbung dem 
Umstand zuzuschreiben, daf die Zellen ziemlich gro und zuweilen fast 
isodiametrisch gestaltet sind (vgl. Abb. 1, S. 428) und daher eine relativ 
kleinere Oberflache besitzen als die zumeist untersuchten Epidermiszellen. 
Es kénnte aber natiirlich auch sein, daff das Protoplasma dieser Zellen be- 
sondere Permeabilitatseigenschaften besitzt. 


Tab. 1. Begonia hydrocotylifolia: Akridinorangespeicherung im Zellsaft der Blatt- 
stielparenciymzellen. 


(pH-gestufte Farbstofflésungsreihen 1 : 10.000.) 
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Die nach der Zeit und nach dem pH-Wert gestaffelten Versuche sind in 
Tab. 1 zusammengefaBt. Es fallt auf, da& bei kiirzerer Farbezeit stets nur 
mattgriine Fluoreszenz zu beobachten ist, die dann nach langeren Farbe- 
zeiten iiber Orange nach Rot iibergeht. Sind dies nun volle oder leere Zell- 
sifte? 

Hier mufi gesagt werden, da die Termini .volle“ und ,leere* Zellsafte 
von Héfler (1947a) bei der Arbeit mit sehr ausgepragten Vertretern 
dieser beiden Typen aufgestellt wurden. Wer etwa in einem ,,Stufenschnitt“ 
durch eine Zwiebelschuppe von Allium cepa die nach Akridinorangefirbung 
grellgriin fluoreszierende Aufenepidermis mit dem rot leuchtenden Meso- 
phyll vergleicht, der wird sofort die Berechtigung der fiir diesen Effekt 
gepragten Terminologie empfinden. Seit man weif, da die vollen Zellsafte 
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ihre Eigenschaften der Anwesenheit bestimmter Substanzen aus der Flavon- 
Gerbstoffgruppe verdanken, ist es sicherlich klar, daf es alle Ubergange 
zwischen vollen und leeren Zellsiften geben muf, je nachdem ob diese Stoffe 
in gréRerer oder geringerer Menge vorhanden sind bzw. ob sie eine gréRere 
oder geringere Affinitat zu den verwendeten Farbstoffen besitzen. 

In dem geschilderten Falle des Blattstielparenchyms von Begonia hydro- 
cotylifolia scheint nun eine geringe Menge solcher Speicherstoffe 
im Zellsaft enthalten zu sein. Die ersten eindringenden Mengen von Akri- 
dinorange werden an diese Stoffe gebunden und fluoreszieren griin. Nach 
weiterem Eindringen von Farbstoff wird der Speicherstoff schlieRlich abge- 
sittigt sein, es wird die rote Fluoreszenzfarbe der assoziierten Akridin- 
orangekationen auftreten und die schwach griine Fluoreszenz schlieBlich 
vollig iiberdecken (vgl. H 6 f le r 1949 b). Allgemein kann gesagt werden, dak 
der leere Charakter eines Zellsaftes eindeutiger zu definieren und nachzu- 
weisen ist als der volle. HOfler (1947 b, S. 605) hat z. B. die Schwelle der 
Vakuolenfarbung an der Innenepidermis von Allium cepa mit Akridin- 
orange genau bestimmt. Schon die ersten in der Vakuole sichtbaren Mengen 
von Farbstoff (bei pH 6,68) fluoreszieren rot. Hier sind die erwahnten 
Speicherstoffe aus der Flavon-Gerbstoffgruppe also wirklich véllig abwesend. 
Nur solche Zellsafte sind fiir die vitalfarberische pH-Messung durch Bestim- 
mung der absoluten Farbeschwelle im strengen Sinne brauchbar. Sie sind 
allerdings bei den héheren Pflanzen relativ selten. Bei Algen scheinen sie 
haufiger zu sein (vgl. H6fler und Schindler 1955). 

Die meisten Zellsafte enthalten wechselnde Mengen und Arten von 
Gerbstoffen und Flavonen bzw. Anthocyanen, welch letztere sie 
natiirlich fiir die Vitalfarbung ganz allgemein unbrauchbar machen. Die 
flavonhaltigen Zellsifte geben mit Akridinorange jene charakteristische 
grellgriine diffuse Fluoreszenz, die zur Aufstellung des Terminus ,,volle* 
Zellsifte fiihrte. Die gerbstoffhaltigen Vakuolen geben sich bei Vitalfarbung 
mit basischen Farbstoffen meist durch dendritenférmige oder kriimelige 
Entmischungen zu erkennen (Bola y 1960). Bei Verwendung von Akridin- 
orange zeigen diese Niederschlage rote Fluoreszenz. In einigen Ausnahme- 
fallen, z. B. bei den Gerbstoffidioblasten von Sedum maximum, ist die 
Affinitat der Inhaltsstoffe zu den basischen Gruppen von Farbstoffen be- 
sonders grok (Zé tt1 1960. Bola y 1960). Trotzdem tritt nach Vitalfarbung 
keine sichtbare Ausfallung ein, die Farbung bleibt diffus. Es ist aber zu 
vermuten, daf in diesen Fallen die Fallung so rasch erfolgt, daf sie im 
submikroskopischen Gréfenbereich bleibt. Dem entspricht, daft solche Zell- 
safte mit Akridinorange oft in einem braunroten Ton fluoreszieren, also 
ahnlich wie die stets rot fluoreszierenden sichtbaren Gerbstoffallungen. 
Diese Idioblastenvakuolen kénnten infolge ihrer diffus rétlichen Fluores- 
zenz mit Akridinorange bei oberflachlicher Betrachtung fiir leere Zellsafte 
gehalten werden. Solche Vakuolen sind relativ selten (vgl. die Tabelle 6 
der zitierten Arbeit von Bolay). In Zweifelsfallen wird man natiirlich gut 
daran tun, eine Gerbstoffreaktion mit Coffein oder Vanillin-Salzsaure 
durchzufiihren. Alle gerbstoffiihrenden Vakuolen sind fiir eine vitalfarbe- 
rische pH-Bestimmung unbrauchbar. 
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Die Héflerschen vollen Zellsifte im engeren Sinne sind jedoch, wie 
erwahnt, diejenigen, die Flavonglykoside enthalten, Akridinorange zu grell- 
griiner diffuser Fluoreszenz speichern und mit basischen Hellfeldfarbstoffen 
Diffusfarbungen in den negativ metachromatischen Farbténen zeigen (vgl. 
Kinzel 1958). Auch solche Zellsifte haben ihre absolute Farbeschwelle in 
einer pH-Reihe bei gréferer Aciditat, als dem pH-Wert des Zellsaftes ent- 
spricht. Die oben besprochenen Vakuolen von Begonia hydrocotylifolia, auf 
die sich Tab. 1 bezieht, zeigen jedoch nur nach relativ kiirzeren Farbezeiten 
eine ganz mattgriine Fluoreszenz, die bei Verlangerung der Farbezeit bald 
nach Orange und Rot umsdhlagt. Sie enthalten offenbar Flavonoide nur in 
sehr geringen Mengen. Auch die von Overbeck (1957) untersuchten Zell- 
safte von Bryophyllum-Arten verhielten sich in dieser Hinsicht ahnlich. Die 
Farbeschwellen fiir Neutralrot (l.c., S. 250—251) stimmten nichtsdesto- 
weniger recht gut mit der Zellsaftaciditat iiberein. Daraus ist zu schlieRen, 
daf ein geringfiigiger Flavongehalt die Lage der absoluten Farbeschwelle 
nicht wesentlich verschiebt. Zellsafte, die mit Akridinorange nur eine matt- 
griine Fluoreszenz zeigen, welche nach langerer Farbezeit bald nach Rot 
umschligt, konnen daher — mit einigem Vorbehalt — fiir die vorgeschla- 
gene pH-Bestimmung verwendet werden. Bei der Beurteilung ist allerdings 
Vorsicht geboten: auch stark flavonhaltige Vakuolen, die mit Akridinorange 
grellgriin fluoreszieren, k6nnen nach langerer Farbezeit gelb bis orangerot 
werden, wobei dann allerdings meist rot fluoreszierende Entmischungs- 
tropfen ausfallen. Eine Entscheidung dariiber, ob schwach flavonhaltige 
Zellsafte fiir den besprochenen Zweck noch praktisch als leer zu betrachten 


sind, wird wohl nur nach einiger vitalfarberischer Erfahrung getroffen wer- 
den kénnen. 


2. Die Entscheidung iiber das Vorliegeneinerrelativen 
oderabsoluten Farbeschwelle 


Das Arbeiten mit Begonia bot den Vorteil, daf die Aciditat des Zellsaftes 
und damit die Lage der absoluten Farbeschwelle einigermafen bekannt war. 
Einige Angaben iiber pH-Bestimmungen an Preffsaften liegen in der Lite- 
ratur vor: Ruhland und Wetzel (1926) 1, Rose und Hurd-Karrer 
(1927) 1, sowie Kinzel und Url (1954) fanden pH-Werte zwischen 1,2 und 
2,0. Mindestens bei der gleichen Aciditat der angewandten Farblésung muf 
also die absolute Farbeschwelle liegen. Vitalfarbeversuche mit Neutralrot 
zeigten aber, daf nur bis zu einem pH-Wert des Farbbades von 3,95 eine 
Speicherung in den Vakuolen eintrat. Das legt schon die Vermutung nahe, 
daft hier eine relative Farbeschwelle vorliegt: Es sind bei geringeren pH- 
Werten zu wenig permeierfahige Farbbasenmolekiile des Neutralrots vor- 
handen, um nach einer fiir die Zellen ertraglichen Farbezeit eine Farb- 
speicherung zu ergeben, die grundsatzlich nach unendlich langer Farbezeit 
moglich sein miifte. Ein exaktes Kriterium fiir das Vorliegen einer relativen 
Farbeschwelle ist die Abhangigkeit von der Farbezeit. Wenn 
namlich bei einem bestimmten pH-Wert in der Farblésung zu wenig Farb- 


1 Zitiert nach Drawert (1955). 
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basenmolekiile vorhanden sind, um nach einer gegebenen Zeit eine sichtbare 
Anreicherung des Farbstoffes hervorzurufen, dann kann nach einer langeren 
Zeit, nachdem mehr Farbbasenmolekiile das Plasma passiert haben, die An- 
firbung doch noch sichtbar werden. Die Neutralrotversuche bei Begonia 
zeigten diese Abhangigkeit sehr schén: Nach 5 Minuten langem Aufenthalt 
in Neutralrotlésungen 1 : 10.000 zeigten sich die Zellsifte nur bei den pH- 
Stufen 9,8 und 7.5 gefarbt, nach 10 Minuten dariiber hinaus noch in der 
pH-Stufe 6,4, nach 30 Minuten noch in der pH-Stufe 4,8, nach 5 Stunden 
auch in der Stufe 3,95. Weiter 
ins saure Gebiet lie® sich die 
Fiirbeschwelle auch nach 48stiin- 
digem Aufenthalt in der Farb- 
lésung nicht verschieben. Doch 
wird bei so langen Fiarbezeiten, 
besonders in den stirker sauren 
pH-Stufen, wohl schon eine Schi- 
digung der Zellen eintreten. Theo- 
retisch miiffte nach unendlich 
langer Fiarbezeit die absolute 
Fiarbeschwelle erreicht werden, 
also etwa pH 1.2 bis 2,0. Aus den 
angefiihrten Beobachtungen er- 
gibt sich, daf die absolute Fiarbe- 
schwelle so stark saurer Zell- 
sifte mit Hilfe von Neutralrot 
nicht bestimmt werden kann. Es 
war daher notwendig, einen an- 
deren basischen Farbstoff heran- 
zuziehen, der auch im pH-Bereich 
um 2.0 noch eine geniigende 


Abb. 1. Zellen aus dem Blattstielparenchym Menic pevmcetiide: Full: 


von Begonia hydrocotylifolia. Plasmolyse 2 ; 
in ela we i gio halbstiindiger basenmolekiile besitzt. Als sol- 
Vorbehandlung mit n/10 HCl (halbschema- cher bot sich das Chrysoidin 
tisch). an. Der Umschlagsbereich vom 

Molekiil zum lon diirfte bei 

diesem Farbstoff (nach Angaben von Drawert 1940) um pH5 liegen. 
Wie erwartet, wurde das Chryoidin schon aus der sauersien Stufe 
der nach den Struggerschen Tabellen hergestellten Pufferreihe (pH 2,04) 
in den Begonia-Zellsiften gespeichert. Es war daher notwendig, noch 
stirker saure Stufen anzuwenden. Zu diesem Zwecke wurden Chrysoidin- 
lésungen durch Zusatz reiner HCl auf pH-Werte zwischen 1 und 2 ge- 
bracht, die mit der Glaselektrode gemessen wurden. Verwendet wurde 
eine Reihe mit den pH-Werten 1.95, 1,65, 1.45, 1,25, 1,05 und 0,85. Versuche 
mit so starken Aciditaten waren freilich insofern bedenklich, als dabei 
Schadigungen des Protoplasmas zu vermuten waren. Konitrollversuche zeig- 
ten aber erstaunlicherweise, daf die untersuchten Blatistielparenchymzellen 
bis zu 30 Minuten Aufenthalt in 0,1n HCl (pH 1) ertrugen, ohne da bei 
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nachfolgender Plasmolyse in 1 mol Traubenzucker auffillige Alterationen 
erkennbar waren (vgl. Abb. 1). Scheinbar ist das Protoplasma der Begonia- 
Zellen spezifisch saiureresistent oder durch besonders dichte Hautschichten 
abgeschirmt. 

Die Versuche mit der oben angefiihrien Farblésungsreihe ergaben fol- 
gendes: Nach 5 Minuten langer Einwirkung auf die Schnitte wurde der 
Farbstoff aus den Lésungen pH 1,95 und 1,65 gespeichert, nach 10 Minuten 
auch aus der Lésung 1,45 und zum Teil auch aus der Lésung 1,25. Wurde 
die Einwirkungszeit auf 
15 Minuten ausgedehnt, i] 
dann fand merkwiirdi- 7 
gerweise aus der Lésung 
1.25 keine Speicherung 
mehr statt. Vielleicht war 
hier doch schon eine, 
morphologisch noch nicht Anttiiines 
erkennbare, leichte Schi- - 395 
digung der Zellen einge- Coriphosphin 
treten. Jedenfalls zeigie 
sich, da bei Chrysoidin 
bereits nach kurzer Zeit 
ein Schwellenwert  er- 
reicht wird, der mit dem 
vermuteten Zellsaft-pH, 
wie er aus den Messun- 
gen an Prefsaften her- 
vorgeht, recht gut iiber- 
einstimmt. Eine leichte wt, , . , , | I x | 
Zeitabhingigkeit ist wohl 000 0 07 2 3 £¢ 
auch hier noch bestehen- app. 2. Blatistielparenchym von Begonia: Ab- 
geblieben. Ein gewisser hangigkeit der Fiarbeschwelle von der Fiarbezeit 
Mindesizeitraum von bei Akridinorange und Coriphosphin. Abszisse: 
etwa 10 bis 15 Minuten Fiarbezeit in Stunden. Ordinate: pH-Wert der Farb- 
wird eben auch im opti- lésung. 
malen Fall fiir die Diffu- 
sion des Farbstoffes in den Zellsaft notwendig sein. Es ist aber kaum daran 
zu zweifeln, daft hier tatsichlich die absolute Farbeschwelle des 
untersuchten Zellsaftes bestimmt wurde. 

In der Folge wurde versucht, die Zeitabhaingigkeit der Schwellenwerte 
fiir verschiedene Farbstoffe in Kurvenform darzustellen. Um den Anschluf 
an die tabellarische Darstellung (Tab. 1) herzustellen, wurde zunichst eine 
Kurve fiir das Akridinorange gezeichnet, der eine zweite Kurve fiir den ver- 
wandten Farbstoff Coriphosphin beigefiigt wurde (Abb. 2). Die Kurve gibt, 
wie ein Vergleich mit der Tab. 1 zeigt, die Schwellenwerte fiir den Eintritt der 
Griinfluoreszenz wieder. Im Bereich unterhalb der Kurve sind die Zellsafte 
gefarbt, im Bereich oberhalb derselben ungefarbt. Die Abb. 3 bringt nun 
ahnliche Kurven fiir eine Reihe von Hellfeldfarbstoffen. Jede Kurve resul- 
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tiert aus einer grofen Anzahl von Einzelversuchen, die nach den pH-Werten 
und nach der Fiarbezeit gestaffelt wurden. Nur mit Chrysoidin konnte die 
rasch sich einstellende absolute Farbeschwelle gemessen werden. Mit allen 
anderen Farbstoffen, die einen héher in der pH-Skala liegenden Umschlags- 
punkt besitzen, erhalt man relative Fiarbeschwellen, die sich innerhalb 
langer Zeitrdume zu immer saureren Werten verschieben. So farbt z. B. 
Auramin nach 5 bis 10 Minuten nur aus den Lésungen pH 9.8 und 7,5, nach 
15 bis 20 Minuten auch aus der Lésung pH 6,4, nach 30 bis 60 Minuten auch 
bei pH 4,8. In einem Ver- 
such wurde die Firbezeit 
auf 17 Stunden ausge- 
dehnt; nach dieser Zeit 
war auch aus der Lésung 
pH 3,95 Farbspeicherung 
eingetreten. Auch bei Ve- 
suvin mite theoretisch 
langer Zeit eine 
weitere Verschiebung 
der Schwelle eintreten. 


Chrysoidin 


hesuvin 





Neutralrot 
- nach 





Auramin 
Mn @ Stunden bis 3.95 


3. Zur Methodik 
einer pH- 
,estimmung in vivo 

An Hand des_ vor- 
stehend Besprochenen 


lassen sich nun einige all- 
gemeine Aussagen iiber 
; ; die Grenzen der vorge- 





rr 1 1 1 1 
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schlagenen Methode zur 


Abb. 3. Blattstielparenchym von Begonia: Abhiangig- 

keit der Farbeschwelle von der Farbezeit bei einigen 

Hellfeldfarbstoffen. Abszisse: Farbezeit in Stunden, 
Ordinate: pH-Wert der Farblésung. 


pH-Bestimmung in vivo 
machen. Die Entscheidung 
dariiber, ob ein Zellsafi 
als voll oder leer zu 


bezeichnen ist, diirfte auf 
Grund der Angaben des Kapitels 1 unschwer durchzufiihren sein. Nur leere, 
gerbstoff- und flavonfreie Zellsafte sind in strengem Sinne fiir die Methode 
verwendbar. Mit gewissem Vorbehalt sind auch noch schwach flavonhaltige, 
mit Akridinorange matigriin fluoreszierende Vakuolen brauchbar. 

Die Entscheidung dariiber, ob eine absolute oder eine relative 
Farbeschwelle vorliegt, kénnte an Hand der Abhangigkeit von der 
Farbezeit getroffen werden (Kapitel 2). Besser ist es jedoch, wenn die 
Dissoziationsverhaltnisse des verwendeten Farbstoffes bekannt 
sind. Neutralrot z. B. hat seine Halbwertsstufe, bei der die Konzentration 
an Kationen und Farbbasenmolekiilen gleich grof ist, bei pH 7,4 (Bartels 
1956). In den Versuchen von Overbeck (1957) liefert die Bestimmung 
der Farbeschwellen nach 1 Stunde Farbezeit bis hinunter zu pH 4,3 Werte, 
die mit den pH-Bestimmungen an Preftsaften iibereinstimmen. Die Konzen- 
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tration der undissozierten Farbbasenmolekiile bei dieser Aciditat (etwa 
0.1% des Gesamtfarbstoffes) geniigt also, um bei einer Gesamtkonzentration 
des Farbstoffes von 1 : 10.000 und nach 1 Stunde Farbezeit die absoluten 
Farbeschwellen zu liefern. Bei den viel starker sauren Zellsaiften von Bego- 
nia hingegen laRt sich die Farbeschwelle nicht unter 3,95 hinuntersetzen. In 
diesem Bereich zeigt Neutralrot also bereits die relative Farbeschwelle und 
ist zur pH-Bestimmung unbrauchbar. Chrysoidin (Halbwertsstufe etwa bei 
pH5) gibt noch bei pH 1,25 bis 1,45 absolute Schwellen. Neutralrot ist also 
beim pH 4,3, bei dem es nach iiblicher Farbezeit noch eine absolute Schwelle 
liefert, etwa 3 pH-Stufen von seiner Halbwertsstufe entfernt. Bei Chrysoi- 
din betrigt der analoge Abstand (von pH 1,25 zu pH5) fast 4 Stufen. Man 
wird also sagen kénnen, daf ein basischer Farbstoff im Hinblick auf die 
Bestimmung der absoluten Fiarbeschwelle eine Grenze nach dem sauren 
Bereich zu hat, die etwa 3 bis 3,5-pH-Stufen unter seiner Halbwertsstufe 
liegt. 

Es gibt aber auch eine Grenze nach der anderen Richtung: Voraussetzung 
fiir die Speicherung eines Farbstoffes nach dem Prinzip der Ionenfalle ist 
es, daB der Farbstoff im Zellsaft ionisiert wird. Dazu muB der Zellsaft 
einen pH-Wert besitzen, der unter der Halbwertsstufe des Farbstoffes 
liegt. In Overbecks Versuchen (l.c., S. 253) speicherten die Zellsafte 
von Bryophyllum das Chrysoidin nur morgens, wenn der pH-Wert 4,4 be- 
trug; nicht aber nachmittags beim pH-Wert 5,7. Der letztere pH-Wert liegt 
ja schon iiber der Halbwertsstufe des Chrysoidin (pH5). Der Farbstoff 
wird daher im Zellsaft nicht mehr ionisiert und nicht mehr gespeichert. 

In den der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Versuchen des zweit- 
genannten Verfassers zeigte das Rhodamin B ein interessantes Verhal- 
ten. Der Farbstoff wird im allgemeinen von leeren Zellsaften nicht gespei- 
chert. Seine Halbwertsstufe liegt ja etwa zwischen pH 1 und 2 (vgl. Dra- 
wert 1939). Er liegt daher im pH-Bereich iiber 2 — in dem auch die Acidi- 
tat der meisten Zellsafte liegt — als ungeladenes Molekiil vor und ist daher 
der Ionenfallenwirkung nicht zugianglich. Nur volle Zellsafte speichern ihn 
durch chemische Bindung. Daher ist das Rhodamin B auch zur Unterschei- 
dung von vollen und leeren Zellsaéften empfohlen worden (vgl. Héfler 
und Schindler 1955). Die Zellsifte des Begonia-Blattstielparenchyms 
speichern aber Rhodamin B aus Lésungen 1 : 1000 in destilliertem Wasser 
sehr kriftig, obwohl sie gegeniiber Akridinorange nur den Eindruck von 
ziemlich ,schwach vollen* Zellsiften erwecken. Hierbei mu man aber be- 
denken, daf der pH-Wert von Begonia-Zellsaft bis auf 1,2 sinken kann, 
d. h. unter die Halbwertsstufe von Rhodamin B. Diese extrem sauren Zell- 
sifte kénnen also wohl auch gegeniiber Rhodamin B als Ionen- 
falle wirken und in diesem Ausnahmefall ist daher das Rhodamin B zur 
‘Unterscheidung von vollen und leeren Zellsaften nicht brauchbar. 

Wo liegt nun die oben erwahnte zweite Grenze fiir die Verwendung 
eines basischen Farbstoffes zur pH-Bestimmung? Der Zellsaft muf saurer 
sein als der Halbwertsstufe des Farbstoffes entspricht. Der Farbstoff sollte 
im Zellsaft mindestens zu 90% ionisiert werden. Dies ist dann der Fall, 
wenn der pH-Wert um 1 Stufe niedriger ist als die Halbwertsstufe, bei 
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Neutralrot also bei pH 6,4. Die gesuchte zweite Grenze liegt also 1 pH-Stufe 
unter der Halbwertsstufe des betreffenden Farbstoffes (vgl. dazu auch die 
Uberlegungen bei Kinzel 1954 b, die hier nicht nochmals entwickelt wer- 
den kénnen). Aus den hier und weiter oben getroffenen Feststellungen er- 
gibt sich, daB die Brauchbarkeit eines basischen Farbstoffes fiir die 
vorgeschlagene Methode auf einen pH-Bereich beschrankt ist, der 
1Stufeunter der Halbwertsstufe beginnt und etwa 3 Stufen 
unter der Halbwertsstufe endet. Fiir das Neutralrot liegt dieser 
Bereich also zwischen pH 6.4 und 4,4, fiir das Chrysoidin zwischen pH 4,0 
und 2,0 (eventuell auch etwas darunter) 1. 

Fiir die Liicke zwischen diesen beiden Bereichen miifte noch ein anderer 
Farbstoff gefunden werden. Vielleicht ist das Vesuvin hier brauchbar (vgl. 
Abb. 3). 

Wie soll nun die vorgeschlagene Methode praktisch durchge- 
fiihrt werden? Hat sich ein Zellsafttyp als leer oder nahezu leer erwiesen, 
dann sind méglichst gleichartige Schnitte, die die betreffenden Zellen ent- 
halten, in eine Farblésungsreihe mit eng gestaffelten pH-Werten einzubrin- 
gen?. Nach geeigneter Einwirkungszeit (in der Nahe des Umschlag- 
punktes des angewandten Farbstoffes etwa 10 bis 15 Minuten, im stiarker 
sauren Bereich méglichst bis zu 1 Stunde) wird die Lage der Farbeschwelle 
festgestellt. Die Untersuchung der Schnitte sollte hierbei nicht, wie sonst in 
der Vitalfarbung iiblich, in einer farblosen Pufferlésung durchgefiihrt wer- 
den, sondern in der verwendeten Farblésung selbst, damit das sich einstel- 
lende Speichergleichgewicht aufrecht bleibt. Farblésungen der iiblichen 
Konzentration 1: 10.000 erscheinen ja in der diinnen Schicht zwischen 


Objekttrager und Deckglas praktisch ungefarbi und stéren die Beobachtung 
nicht. Die Schnitte sollten ferner nicht zu lange unter dem Deckglas liegen- 
bleiben, da schon nach etwa 15 bis 20 Minuten durch den Sauerstoffmangel 
der sogenannte Asphyxie-Effekt aufzutreten beginnt, durch den der 
Farbstoff aus dem Zellsaft in die Zellwand verlagert wird (vgl. Strugger 
1936, 1949). Liegt die so gefundene Schwelle im oben angegebenen Anwen- 


1 Die oben erhalienen Schwellenwerte von 1.45 und 1,25 liegen also schon an der 
aufersten Grenze der Brauchbarkeit des Chrysoidins. Es wire erwiinscht, die Ver- 
suche mit einem Farbstoff von noch tieferer Halbwertsstufe zu wiederholen, z. B. 
mit Methylviolett (Halbwertsstufe um pH 2,5, brauchbar also von pH 1,5 abwirts). 


2 Es muff erwadhnt werden, daf fiir die Pufferung der Farblésungsreihen nur 
Phosphatpuffer in Frage kommen. Die gerade im schwach sauren Bereich so 
giinstig erscheinenden Acetat-, Citrat- und Phthalatpuffer kommen fiir den angege- 
benen Zweck leider nicht in Frage, da die in den Gemischen stets enthaltenen An- 
teile der freien Saéiuren in den Zellsaft zu permeiern und dessen pH-Wert zu andern 
vermégen, auch schadigen sie das Protoplasma. Die Phosphatgemische zeigen zwi- 
schen pH5 und pH8 gute Pufferwirkung. Ist man genétigt, noch weiter in den 
sauren Bereich zu gehen, dann verlieren die Phosphatgemische ihre Pufferwirkung. 
Fiir den wichtigen Bereich zwischen pH 4 und pH 5 gibt es zur Zeit leider kein zell- 
physiologisch brauchbares Gemisch mit guter Pufferwirkung. So ist man in diesem 
Bereich darauf angewiesen, die Aciditaiten der angewandten Lésungen hiaufig 
potentiometrisch zu iiberpriifen. 
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dungsbereich des beireffenden Farbsioffes (z. B. bei Neutralrot zwischen 
pH 4,4 und 6,4), dann kann sie als absolute Schwelle betrachtet werden. Im 
Zweifelsfalle wird man die Farbezeit noch etwas verlangern und priifen, 
ob etwa in der nachst saureren Stufe auch noch Farbspeicherung eintritt. 
Der pH-Wert der sauersten Farblésung, aus der noch Farbspeicherung ein- 
getreten ist, liegt natiirlich etwas héher als der pH des Zellsaftes. Der 
pH-Wert der ersten Stufe, in der keine Farbung mehr auftritt, darf bei 
einem vollig leeren Zellsaft in erster Naherung wm‘! dessen pH-Wert gleich- 
gesetzt werden. 

Wie grof ist der Fehler, der dabei auftreien kann? Wir haben auf 
Grund der bei Kinzel (1954 b, S. 56) angegebenen Formel die Méglichkeit. 


Tab. 2. Maximale Speicherungsgrade, die das Neutralrot (Halbwertsstufe pH 7,4) in 
einem leeren Zellsaft mit dem pH-Wert 5 aus Farblésungen verschiedener pH-Werte 
erreichen kann. 

(Speicherungsgrad = Konzentration des Farbstoffes im Zellsaft dividiert durch die 
Konzentration des Farbstoffes in der angewandten Farblésung.) 


pH der Farblésung Speicherungsgrad 


o 


1.00 
1.26 
1.58 
1.99 
2.50 
5,15 
3.95 
4.95 
6.18 


5 


9.66 
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die theoretisch zu erwartenden Speicherungsgrade in Abhangigkeit vom 
pH-Wert der Farblésung zu errechnen. Die Tab. 2 gibt die erhaltenen Werte 
fiir einen Zellsaft mit dem pH-Wert 5 gegeniiber Neutralrot. Ist der 
Auen-pH gleich dem Innen-pH (= 5). dann tritt natiirlich keine Anreiche- 
rung im Zellsaft ein. Liegt der AuBen-pH um eine Einheit héher (pH 6), 
dann tritt in den Vakuolen eine Anreicherung des Farbstoffes auf das 
9.66fache der AuBenkonzentration ein. Dazwischen liegen die angegebenen 
Werte. Die GroRe des méglichen Fehlers hangt nun davon ab, wie groB die 
Farbstoffkonzentration im Zellsaft sein mu, um mikroskopisch sichtbar zu 
werden. Hierbej wird natiirlich die Dicke der Zellen eine Rolle spielen. Es 
kann vorlaufig nur grob geschatzt werden, da® bei sehr diinnen Zellen (z. B. 
von Epidermen) aus der iiblichen Lésung 1 : 10.000 eine Anreicherung auf 
das 10fache nétig sein diirfte. Bei dickeren Zellen, z. B. aus Parenchymen, 
wird wohl schon Anreicherung auf das 2- bis 3fache sichtbar werden, d. h. 
daf im ersten Fall die Lésung. aus der heraus die erste Anfarbung sichibar 
wird, um etwa eine pH-Einheit alkalischer ist als der Zellsafi, im zweiten 
Fall um 0.3 bis 0.5 pH-Einheiten. Setzt man den pH-Wert der ersten nicht 
farbenden Lésung gleich dem Zellsaft-pH, dann ergibt sich, je nach der 
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Feinheit der Abstufung der Reihe, ein Fehler von einigen Zehntel pH-Stu- 
fen. Dieser zuniichst recht grofe Fehler laRt sich aber noch bedeutend ver- 
mindern. Am _ aussichisreichsien scheint hierfiir eine mikrophoto- 
metrische Untersuchung der Sdhnitte zu sein. Es ist mit modernen 
Methoden méglich, die Innenkonzentration an Farbstoff exakt zu messen 
(vgl. Bartels 1954, Bancher und H61z1 1960). Da die AuBenkonzen- 
tration ja bekannt ist, kann man dann an Hand der Tab. 2 oder mit Hilfe 
der erwahnten Formel auf den wahren Schwellenwert und damit auf den 
wahren pH-Wert des Zellsaftes zuriickrechnen 3. 

In den Versuchen von O ver beck (1957) findet die erste Anfarbung mit 
Neutralrot gelegentlich schon aus einer Lésung statt, die ein klein wenig 
saurer ist als der Preftsaft. Dies diirfte damit zusammenhiangen, daf der 
Zellsaft der untersuchten Zellen — wie die Akridinorangeversuche belegen 
— leicht flavonhaltig war. Dadurch wird die Fiarbeschwelle etwas zum 
sauren Bereich verschoben. Die Verschiebung ist bei geringem Flavongehalt 
durchaus tragbar. Die bei Kinze] (1959, S. 258 ff.) angestellten Uberlegun- 
gen ergeben, daft dann, wenn im Zellsaft 90% des Farbstoffes an Inhaltsstoffe 
gebunden und nur 10% frei sind, die Verschiebung der Fiarbeschwelle. 
eine ganze pH-Einheit ausmacht. So kann man bei geringem Flavongehalt 
mit Verschiebungen von einigen Zehntel pH-Einheiten rechnen. Man wird 
also auch hier noch Naherungswerte fiir den Zellsaft-pH erwarten diirfen. 

Es ist hier zu erwahnen, daft es fiir die vorgeschlagene Methode nicht 
empfehlenswert ist, die Farbeschwelle mit Hilfe von Fluoreszenz- 
farbstoffen zu bestimmen. Die Fluoreszenz im Zellsaft ist ja schon 
bei auBersi geringen Farbstoffkonzentrationen sichtbar und es diirfte schwer- 
fallen, den Punkt in der pH-Skala zu fixieren, an dem die Innenkonzentra- 
tion groéRer wird als die Aufenkonzentration. 

Es wird vielleicht notwendig sein, die Konkurrenz beziiglich der 
Farbspeicherung zu_ beriicksichtigen, die verschiedene Zellen oder Zell- 
teile gelegentlich gegeneinander ausiiben. Eine Konkurrenz des Plasmas 
gegeniiber dem Zellsaft kommt hier kaum in Frage. wohl aber eine solche 
der Zellwand, die ja im schwach sauren Bereich die basischen Farbstoffe 
kraftig speichert. Meist laBt die Membranfarbung stark nach, wenn die 
Vakuolenfarbung beginnt (vgl. Strugger 1936, 1940, 1949, Héfler 
1947 a, b, 1949, Drawert 1956: beziiglich quantitativer Messungen siehe 
Bartels 1954, Bartels und Schwantes 1955, 1957). Man hat daher 
die Farbeschwelle der Vakuole gelegentlich auch als Umschlagspunkt von der 
Membranfarbung zur Vakuolenfarbung bezeichnet. Vielleicht wire die 
Schwelle der Vakuolenfarbung exakter zu fassen, wenn man die Membran- 
farbung unterdriicken kénnte. Zu diesem Zwecke ware etwa ein Zusatz eines 


3 Es sei erwahnt. da® in der Arbeit Kinzel 1954b noch mit der alten Basen- 
dissoziationskonstante K, gerechnet wurde, die fiir die Reaktion gilt: Fabbase =~ 
Farbkation+ + OH -. Im neueren physikochemischen Schrifttum findet sich stets die 
Brénstedsche Dissoziationskonstante K,, abgeleitet aus der richtigeren Reaktions- 
gleichung Farbkation =~ Farbbase + H+. Die Umrechnung ist leicht: Will man 
eine der beiden Konstanten erhalten, so hat man nur das Ionenprodukt des Wassers 
(10—4) durch die andere Konstante zu dividieren. 
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Salzes, z. B. CaCl,, zur Farblésung vorzuschlagen (vgl. K inz el 1953, 1955). 
Vielleicht geniigte es auch, den iiblichen m/150 Puffer auf m/15 Puffer zu ver- 
stiirken. Bei Geweben, in denen Zellsiafte von stark verschiedenem pH-Wert 
oder volle und leere Zellsifte nebeneinander vorkommen, werden die Schwel- 
lenwerte der schwicher speichernden Zellen, vor allem soweit sie zu starker 
speichernden Zellen unmittelbar benachbart sind, aus Konkurrenzgriinden 
unsicher werden. In solchen Fallen werden die sauersten Zellen eines Ge- 
webes am besten mefbar sein. 

SchlieBlich sei noch der Einflu@ der Pufferkapazitat des Zell- 
saftes erwihnt. Die eindringende Farbbase hat die Tendenz, den pH-Wert 
des Zellsaftes etwas alkalischer zu machen. Die pH-Verschiebung spielt 
bei Zellsiften, die viel Saure enthalten, wie zum Beispiel bei Begonia 
oder Bryophyllum, praktisch keine Rolle. Bei der grofen Masse der Zell- 
sifte, die eine schwach saure Reaktion von pH 5 bis 6 besitzen, mu man 
bei starkerer Farbspeicherung schon mit einer gewissen pH-Verschiebung 
rechnen. Man wird daher trachten, schon die allererste, schwache Anfar- 
bung zu erfassen. Wie ist es nun bei den Ausnahmefiallen, bei denen ein 
neutraler oder schwach alkalischer Zellsaft festgestellt wurde (vgl. die Ta- 
belle bei Drawert 1955, S. 637 ff.)2 Nach den Angaben der vorliegenden 
Arbeit sollte man meinen, daf man in solchen Fallen mit einem Farbstoff von 
geeignetem Umschlagsbereich auch hier die Schwellenwerte und damit den 
Zellsaft-pH bestimmen kénnte. So miifte z. B. das Nilblau, dessen vermut- 
liche Halbwertsstufe um pH 9 liegen diirfte, zwischen pH 6 und 8 brauchbar 
sein. Nun muff man aber wohl unterscheiden zwischen einer neutralen 
Lésung, deren pH-Wert z. B. durch einen Phosphatpuffer stabilisiert ist und 
einer Lésung, die deswegen neutral ist, weil sie tiberhaupt keine Elektrolyte 
enthalt. Bei einem Zellsaft kénnte Neutralitat z. B. dadurch bedingt sein, 
daf als osmotisch wirksame Substanzen nur Zucker und keine Sauren bzw. 
deren Salze enthalten sind. In einem solchen ungepufferten Zellsaft werden 
schon die ersten eindringenden Spuren von Farbbase den urspriinglichen 
pH-Wert untragbar weit verschieben, so daf nicht nur die pH-Bestimmung 
unmdglich wird, sondern unter Umstanden iiberhaupt keine sichtbare Farb- 
speicherung zustande kommt (vgl. Kinzel 1954b, S. 65 ff.). Tatsachlich 
sind ja Falle von Vakuolen bekannt geworden, in denen keine Speicherung 
basischer Farbstoffe zu erzielen ist. 

So viel iiber die Grenzen und Fehlerquellen der vorgeschlagenen Methode. 
Bei Kenntnis und Beachtung derselben diirfte das Arbeiten mit dem Ver- 
fahren aussichtsreich sein, stellt es doch vorlaufig die einzige Méglichkeit dar, 
den pH-Wert von lebenden Zellen, bei weiterem Ausbau des Verfahrens 
vielleicht sogar von individuellen lebenden Zellen, mit einiger Sicherheit 
zu bestimmen. 

Zusammenfassung 

1. Es werden Vitalfarbeversuche an Zellsaften des Blatistielparenchyms 
von Begonia hydrocotylifolia beschrieben. Die Vakuolen sind leicht .,voll* 
(wohl etwas flavonhaltig) und dabei stark sauer. 

2. Im pH-gestuften Reihenversuch ist mit einer Anzahl von basischen 


29* 
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Farbstoffen eine Anfarbung der Zellsafte nur bis zu pH 3,95 bzw. 3,1 (Vesu- 
vin) zu erzielen. Auf Grund der starken Abhangigkeit von der Farbezeit 
ist zu schlieBen, daB es sich dabei um w.relative Farbeschwellen” 
im Sinne von Kinzel (1959) handelt, die durch den Dissoziationszustand 
des betreffenden Farbstoffes bedingt werden. 

Nur mit Chrysoidin tritt eine Anfarbung auch aus Lésungen bis zu 
pH 1.45 herunter ein. Die rasche Einstellung des Schwellenwertes und die 
gute Ubereinstimmung mit den an Begonia-PreBsaften gemessenen pH-Wer- 
ten zeigen an. daft es sich hier um eine «absolute Farbeschwelle 
handelt. Aus Lésungen, deren Aciditat gréRer ist als die des Zellsaftes, ist 
ja mit basischen Farbstoffen grundsatzlich keine Anfarbung mehr erzielbar. 

3. Es wird die Méglichkeit erwogen. durch die Bestimmung der absoluten 
Farbeschwelle eines leeren Zellsaftes dessen pH- Wert in vivo zu er- 
len. ob der Zellsaft wirklich 
leer” im Sinne von Héfler 1947a (oder doch nahezu .leer*) ist. ander- 
seits muB die Méglichkeit bestehen, sicher zwischen einer absoluten und 
einer relativen Farbeschwelle zu unterscheiden. Die notwendigen Kriterien 
fiir diese Enischeidungen sowie einige methodische Hinweise fiir das vor- 
geschlagene Verfahren werden miigeteilt. 


mitteln. Dazu muB einerseits festgestellt werc 


Auf Grund der Versuchsergebnisse sowie der angefiihrten Uberlegungen 
kann geschlossen werden, daft der pH-Wert der Zellsafie im Blattstielparen- 
chym von Begonia hydrocotylifolia etwa 1.3—1.4 betragt. 
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Zum Bau der Plastidenzentren in Wurzelproplastiden 


Von 


P. Sitte 


Aus dem Botanischen Institut der Universitat Heidelberg 
Mit 6 Textabbildungen 


(Eingegangen am 28. August 1960) 


Wahrend man iiber den Bau von Plastidenzentren aus der Sprofregion 
durch eine stattliche Anzahl von Veréffentlichungen vergleichsweise gut 
unterrichtet ist (Heitz 1954, 1956; Ley on 1954; Perner 1956; v. Wet t- 
stein 1959; Miihlethaler und Frey-Wyssling 1959), ist die Zahl 
der Mitteilungen iiber die Struktur der Zentren von Wurzelproplastiden 
gering. Wohl die erste Arbeit, in der nahere Angaben dariiber gemacht wer- 
den, ist die von Strugger (1957) iiber mégliche Teilungsstadien der 
Primargranen in Allium-Wurzeln; danach besteht das Plastidenzentrum 
....in diesem Falle aus sehr kleinen, globular erscheinenden Sirukturele- 
menten, welche in einer mehrdimensionalen Ordnung liegen™ (I. ¢. S. 282). 
Verfasser hatte inzwischen unabhangig bei der Erbsenwurzel gefunden, dak 
auch dort das Plastidenzentrum aus einer Ansammlung stark osmiophiler, 
globularer Einheiten von knapp 6nm Durchmesser gebildet wird, die als 
Makromolekiile angesprochen wurden (Sitte 1958); eine Anordnung in 
Netzebenen eines Gitters, wie sie Strug ger gefunden hatte, konnte dabei 
seinerzeit nicht festgestellt werden. obwohl danach gesucht worden war. 

Eine erneute Untersuchung ergab nun aber, da auch bei der Erbse ge- 
legentlich kristallgitterartige Strukturen beobachtbar sind (Abb. 1—4). Der 
negative Befund der friiheren Mitteilung und der Umstand, daf auch bei 
der erneuten Untersuchung in der iiberwiegenden Mehrzahl der Plastiden- 
zentren keine Gitterordnung nachzuweisen war, ist méglicherweise der 


Abb. 1—3: Plastidenzentren von Wurzelproplastiden der Erbse. — 1: Proplastid mit 

doppelt konturierter Membran und kraftig kontrastierten Zentrumbereichen. NM - 

Kernmembran:; Pfeile: .Poren* und Annuli dieser Membran. 75.000 : 1. 2—4: Gitter- 

artig geordnete Bereiche in Plastidenzentren. 150.000: 1. 5: Ausschnitt aus dem in 

Abb. 2 dargestellten Plastidenzentrum: durch kraftige Elektronenbestrahlung sind 
die Elementareinheiten geschmolzen. 150.000 : 1. 
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Labilitat dieser Strukiuren zuzuschreiben, die wohl vor allem das Einpoly- 
merisieren in Plexiglas nur ausnahmsweise iiberstehen; es ist also nicht 
ausgeschlossen, daf im nativen Zustand alle Zentren der Wurzelplastiden 
kristallartig aufgebaut sind. 

Die Abstiinde der Netzebenen liegen um 100 AE (Vermessung der Origi- 
nale von Abb. 1—3 ergab Werte zwischen 87 und 93 AE, bei Abb. 4 106 und 
118 AF 1); das liegt betrachtlich unter dem, was fiir die entsprechenden Ab- 
stinde bei Plastidenzentren aus dem Sprofbereich verschiedener Pflanzen 
gefunden wurde (Tab. 1: Werte um 370 AE streuend). 


Tab. 1. Abstinde von Gitterebenen bei verschiedenen Plastidenzentren. 
(Die Angaben enistammen mit einer Ausnahme der Vermessung veroffentlichter 
Abbildungen.) 





Abstand der 
Autor (Ver6ff.) Objekt Netzebenen Bemerkungen 





Heitz (1954) Chlorophytum spec. i in Abb. 1 vermessen 


1 
in Abb. 2 vermessen 
1 


Heitz (1956) Eranthemum leuconeurum 213 in Abb. vermessen 


Perner (1956) Chlorophytum comosum i in Zusammenfassg. vom 
Autor angegebener Mit- 
telwert (S. 560) 
in Abb. 6 vermessen 
in Abb. 8 vermessen 
in Abb. 10 vermessen 


in Abb. 13 vermessen 


Abb. 14 vermessen 
Miihlethaler u. 
ae ‘ : “a iS Chlorophytum 
Frey-Wyssling 4 ; = 
( 1959) sternbergianum ‘ Abb. vermessetl 


In diesem Unterschied kommt die verschiedene Gréfe der Gitterelemente 
(Elementareinheiten im Sinne Perners) zum Ausdruck: Wahrend sich 
ihr Durchmesser bei Plastidenzentren des Sprofbereiches auf etwa 190 AE 
belauft (Perner 1956), erreicht er hier nur etwa ein Drittel davon. 

Die Winkel. welche von sich schneidenden Netzebenen eingeschlossen 
werden, schwanken um 80° (geringster Wert: 739 Abb. 3: héchster Wert: 
849, Abb. 4). In Bestatigung der friiheren Befunde konnte auch bei der Nach- 
untersuchung keine Struktur der Elementareinheiten aufgelést werden. 
Bemerkenswert ist der Befund, daf sie als einzige Strukturkomponenie 
im Ultradiinnschnitt — bei stairkerer Bestrahlung im Elektronenmikroskop 
schmelzen kénnen (Abb. 5). In Ubereinstimmung mit den Angaben der frii- 
heren Mitteilung waren auch bei der erneuten Untersuchung strukturelle 
oder lagemafige Beziehungen des Zentrums zu den auch in Wurzelpro- 


1 In der erwahnten Mitteilung von Strugger sind entsprechende Angaben 
oder vermefbare Abbildungen nicht enthalten. 
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plastiden haufig vorkommenden Blaschen und Stromamembranen nicht fest- 
stellbar. 

Aus den erhaltenen Elektronenmikrogrammen nahere Anhalte iiber den 
Gittertyp zu gewinnen, war nicht méglich. Das Original der Abb. 4 JaBt 
sich — nicht ohne gewisse Unsicherheiten — entsprechend dem Schema von 
Abb. 6 deuten. Aus diesen Abbildungen ergibt sich mit hoher Wahrschein- 
lichkeit, daB keine Dichtestpackung der Elementareinheiten vor- 
liegt, ein fiir gitterartig angeordnete Makromolekiile beachtenswerter Be- 
fund. Da rechte Winkel in 
den Gitterstrukturen nicht 
beobachtet werden konn- 
ten”), kommt ihnen nie- 
drige Symmetrie zu und 
der Schlu® auf nichtkuge- 
lige Elementareinheiten 
liegt nahe. Nun ist zwar 
nicht auszuschlieRen, daf 
die osmiophilen, kugelig 
erscheinenden Makromo- 
lekiile lediglich kriiftig 
kontrastierte Mittelpunkte 
nicht kugeliger, zusammen- 








gesetzter Teilchen vorstel- 
len; doch diirfte es wenig 
Sinn haben, solche Speku- 
lationen ohne bessere Fun- 
dierung weiter zu ver- 
folgen. 

Immerhin ergeben sich 
aus der Ultrastruktur der 
Zentren von Wurzelpro- 
plastiden. soweit sie geklirt Abb. 6: Schema zu Abb. 4, vgl. Text. 
werden konnten, einige 
klarer umreiffbare Probleme, die dadurch an Akiualitat gewinnen, daf die 
Verwandtschaft zwischen den Plastidenzentren aus Wurzel- und Sprofzellen 
nun doch groRer erscheint, als nach den Ergebnissen der ersten Untersuchung 
angenommen werden konnte. Das sind vor allem die Probleme der stofflichen 
Zusammensetzung, der Bildung und der méglichen weiteren Entwicklung 
dieser Zentren. Schmelzbarkeit und starke Osmierung der Elementareinhei- 
ten deuten auf einen hohen Lipoidgehalt hin; da auch Plasmochrome ein- 
gelagert sind, bleibt hier freilich zweifelhaft. Uber die Bildung lassen sich 
vorerst kaum weitere Angaben machen: wegen des einfachen Baues der 
Elementareinheiten ist hier eine Ableitung von Membraneinstiilpungen ent- 





2 Es ist méglich, daB die Strukturen beim Schneidevorgang verformt werden. 
Allerdings sind auch bei den Plastidenzentren der Sprofzellen bisher nur schiefe 
Gitterwinkel abgebildet worden. 
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sprechend der interessanten Theorie von Miihlethaler und Frey - 
W yssling (1959) vorerst schwer vorstellbar (vgl. jedoch die Befunde von 
Wohlfarth-Bottermann 1959, iiber die reversible Umwandlung 
lamellarer in granulare Strukturen). Uber das Verhalten des Plastiden- 
zentrums und die Veranderungen seiner Ulirastruktur bei allfalligem 
Ergriinen ist noch nichts bekannt. 

Methodische Angaben: Fixierung mit nicht gepufferter. 1 %iger 
OsO,-Lésung, Uranylkontrastierung nach Strugger (1956); Methacry- 
lateinbettung bei 50°C: Ultradiinnschnitte mit Reichert-Ultramikrotom nach 
H. Sitte. Aufnahmen: Siemens-Elmiskop I. 


Mein Dank gilt Herrn Dr. K. Weber fiir seine Mithilfe beim Versuch 
der Gitterklassifizierung, Herrn Dr. H. Falk fiir die Aufnahmen 1 und 4, 
schlieBlich der Deutschen Forschungsgemeinschaft, die die Untersuchung 
groBziigig unterstiitzte. 


Summary 


A detailed description is given of crystal lattice-like structures in the plastid- 
center of proplastids of the pea radicle, illustrated by electron micrographs. 
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Das Characeen-Protoplasma und seine Inhaltskérper 
(II. Elektronenmikroskopischer Befund) 
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Wien (Vorstand: Prof. Dr. E. Gratzl) und der biologischen Forschungsabteilung 

der Osterreichischen Stickstoffwerke AG. (Vorstand: Prof. Dr. H. Linse r) sowie 
der Mikrobiologischen Station der Stadt Linz (Vorstand: Prof. E. Schild) 


Mit 6 Textabbildungen 


(Eingegangen am 20. September 1960) 


Einleitung 


Vergleichende licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen an 


pflanzlichem Protoplasma liegen bisher in geringerer Zahl vor als an tieri- 
schem. Dies scheint um so bedauerlicher. als die Pflanzenzellen der Proto- 
plasmaforschung viele experimentelle Méglichkeiten bieten, die den tieri- 
schen Zellen fehlen. In einer ersten Arbeit wurde eine ausfiihrliche Beschrei- 
bung der lichtmikroskopischen Morphologie des Characeen-Protoplasma 
gegeben (Jarosch 1960). Nun soll ein Bericht iiber die elektronenmikro- 
skopische Untersuchung folgen, wobei versucht wurde, die lichtmikroskopi- 
schen Befunde mit den elektronenmikroskopischen zur Deckung zu bringen. 
In einer spateren Arbeit sollen noch die Veranderungen nach verschiedenen 
experimentellen Einfliissen untersucht werden. 


Methodik 


Etwa 3cm lange, frisch gewachsene Internodialzellen von Nitellopsis 
stelligera wurden — in der Langsachse orientiert — zentrifugiert (5 Min. bei 
2000 Touren). Beim Zentrifugieren kommt es — wie auch schon Beobachtun- 
gen von Linsbauer (1929) und Breckheimer-Beyrich (1949) 
ergeben haben — zur Bildung von intravakuolaren Plasmakugeln. Die 
Zellen wurden dann mikroskopisch kontrolliert und beschadigte Zellen aus- 
geschieden. Ehe die Rotationsstr6mung — welche auch den Zellsaft passiv 
hewegt — die in ein Zellende geschleuderten Plasmakugeln wieder gleich- 
maBig verteilen konnte. wurde unter dem Mikroskop plasmolysiert (5% 
Glyzerin, ca. 1 Min.) und dann in 1 %iger ungepufferter Osmiumsaure fixiert 
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(2 Stunden im Kiihlschrank). Die weitere Behandlung und Einbettung in 
Plexiglas erfolgte in der iiblichen Weise. Das uniersuchte Plasma stammt 
also von ausgewachsenen Pflanzenzellen mit grofer Zentralvakuole. 

Geschnitten wurde mit Glasmessern auf dem Reichert-Ultramikrotom: 
die Schnitte zeigten nach dem Spreiten auf warmem Wasser silberne bis 
goldene Interferenz und wurden mit alkoholischer Phosphorwolframsaure 
nachkontrastiert. Aufnahmen mit Elmiskop | auf Gevaert 23D 50, Ent- 
wickler Agfa 22. 


a 
Abb. 1. Ubersicht iiber eine zentrifugierte Internodialzelle von Nitellopsis steli- 
gera. Man sieht drei Anschnitte von Protoplasmatropfen (1, 2, 3). Pfeile weisen auf 
die begrenzende Membran, die stellenweise (gefiederter Pfeil) fehlt. In einem 
Plasmatropfen finden sich Zellkerne (N), Chondriosomen (M), Dictyosomen (G) und 
Kérperchen bisher noch unbekannter Art (Ringkérperchen). AuBer den erwahn- 
ten K6rperchen sieht man das Spitzenwerk des Endoplasmatischen Retikulum. 
Neben den Plasmatropfen liegen die lichtmikroskopisch als ..Eiweifschollen™ (s) 
bezeichneten Kérper. umgeben von einer deformierten Membran. Vergréferung 
3000 : 1. 


Eigene Beobachtungen 


Abb. 1 zeigt eine Ubersicht von Anschnitten dreier Protoplasmatropfen. 
Die aiufere Membran ist nicht straff gespannt, was auf Schrumpfungsvor- 
gainge wahrend der Einbettung zuriickzufiihren ist. Das stellenweise Feh- 
len dieser Membran ist sicher als ein Artefakt zu deuten. Schon bei dieser 
geringen VergréBerung fallt auf, daB das Pr lasma keine gleichmaBige 
geringen VergroRerung fallt auf, daf das Protoplasma keine gleichmaBige 
Dichte zeigt. Die vielgestaltigen Anschnitte des Endoplasmatischen Reti- 
kulum, dessen Membranen sehr gut erhalten und kontrastiert sind, erinnern 
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an ein Spitzenwerk. Dazwischen liegen die Chondriosomen, die Dictyo- 
somen und die ,Ringkérperchen” (anfangs von Jarosch {1960} 
als ,.Pro-Sphirosomen” bezeichnet), deren elektronenmikroskopisches Bild 
bis jetzt nicht bekannt war. In einem der drei Plasmatropfen finden sich 
Anschnitte von vier Zellkernen. Die aufBere Form dieser Zellkerne mit 
ihren vielen scharfen Knicken in der Kontur ist sicher auf die fiir den Kern 
nicht optimale Fixierung zuriickzufiihren. Neben den Plasmatropfen er- 
kennt man verschieden grofe, stark zerkliiftete Gebilde (S). die von einer 





Abb, 2. 


Abb. 2. Ausschnitt aus Bild 1. Man erkennt vier Dictyosomen (1, 2, 3, 4). von denen 
eines (4) nur die Blaschen erkennen lat. Die Anschnitte des Endoplasmatischen 
Retikulum zeigen haufig einseitig verbreiterte Membranen (Pfeile). Man erkennt 
den Anschnitt eines Zellkernes (N) und zwei Ringkérperchen, deren Membran ein- 
seitig fehlt (gefiederter Pfeil) sowie drei weitere gut erhaltene (P). VergréRerung 
30.000 : 1. 
Abb. 3. Chendriosom aus einem Protoplasmatropfen. Die Sacculi mitochondriales 
und stellenweise (Pfeil) die doppelte Aufenmembran sind deutlich zu sehen, Ver- 
groBerung 30.000 : 1. 


dunklen Kontur umgeben sind und kleine Hohlraume enthalten. Es handelt 
sich hier wohl um die lichtmikroskopisch beschriebenen .,Eiweifschollen”. 
Sie sind von einer durch die Einbettung stark deformierten Membran um- 
geben, die der Blase der bekannten, im Zellsaft schwimmenden ..Blasen- 
kugeln” (Hartel 1951) entspricht. Der im Zellsaftraum sichitbare Nieder- 
schlag ist eine durch das Fixieren bedingte Ausfallung. 
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Durch das Zentrifugieren wird die Struktur des Protoplasma so wenig 
gestért, dali die entstandenen Tropfen noch mehrere Stunden ungestérte 
Plasmastrémung aufweisen. Da sehr kurze Zeit (5 bis 15 Min) nach dem 
Zentrifugieren fixiert wurde, muff das Plasma jedes Tropfens zum Zeit- 
punkt des Fixierens noch immer gestrémt haben. 


Abb. 4. Ausschnitt aus einem ee Man erkennt seine umhiillende 

Membran (Pfeil), Bliischen (E) und Schlauche (e) des Endoplasmatischen Retikulum. 

den Anschnitt eines Zellkernes (N) mit doppelter Kernmembran (gefiederter Pfeil) 
und zahlreiche Ringkérperchen (P). VergréRerung 30.000 : 1. 


Sein Endoplasmatisches Retikulum (Abb. 2) zeigt im Anschnitt zahl- 
reiche kreisférmige bis kurz-elliptische. nur selten unregelmafige Schnitt- 
figuren, auch selten und nur iiber kurze Strecken parallel verlaufende Mem- 
branen. Dennoch handelt es sich bei den kreisférmigen bis elliptischen An- 
schnitten nicht nur um die Schnitte unverbunden nebeneinanderliegender 
Blaschen, sondern auch um kurze Schlauche, die einen sehr gewundenen Ver- 
lauf zeigen und sehr selten miteinander anastomosieren, denn es ist auffallend, 
wie haufig die Membranen einseitig ihre scharfe Kontur verlieren und als 
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breiteres, verwaschenes Band erscheinen. Die Durchmesser dieser Schliuche 
liegen in der GréRenordnung von 0.1 bis 0.3 u, vereinzelt finden sich An- 
schnitte von wesentlich gréferem Durchmesser (0,5 ~). In letzterem Fall 
handelt es sich wohl um die Anschnitte kugelférmiger Blaschen (Abb. 4 E). 
die wahrscheinlich aus dem friiher beschriebenen Netzwerk hervorgegangen 
sind. Nur selten konnte ein Meiosomenbesatz der Membranen festgestellt 
werden. Die extrazisternale Phase (K lima 1959) ist nur an dem Vorkom- 
men der Mitochondrien von der intrazisternalen Phase zu unterscheiden und 
nicht an einer unterschiedlichen Elektronendichte. Die auffallende .Leere“ 
des Grundplasma geht sicher zum Teil auf den grofen Wasserreichtum 
des Characeenplasma, 

zum Teil auch auf die 

fiir diese kleinen Ob- 

jekte lange  Fixie- 

rungszeit von zwei 
Stunden zuriick. 

Die Konfiguration 
des Endoplasmatischen 
Reticulum im Elektro- 
nenmikroskop kann 
gut die stellenweise 
schaumige  Struktur 
des Plasmas im Licht- 
mikroskop erkliren. 

Die Chondrioso- 


men sind wie iiberall Abb. 5. Starker vergréBerter Ausschnitt aus Bild 4. Man 


erkennt drei Ringkérperchen, davon eines mit randlicher 
Granula des Binnenkérpers (Pfeil), zwei mit einseitig 
doppelter AuRenmem-_ fehlender Membran (gefiederter Pfeil). Vergré®erung 
bran und Sacculi mito- 60.000 : 1. 
chondriales, welche als 
Einstiilpungen des inneren Blattes der AuBenmembran gebildet werden. 
Auch die Dictyosomen (Abb. 2) haben prinzipiell den gleichen Bau wie 
die bisher bei Pflanzenzellen untersuchten. Sie sind Stapel von Doppel- 
membranen mit zahlreichen randstandigen Blaschen. Bei gewissen Sdchniit- 
lagen kann ein Dictyosom auch nur als Ansammlung zahlreicher Blaschen 
erscheinen. Diese Blaschen weisen aber einen geringeren Durchmesser 
(0,05 ) als die Anschnitie des Endoplasmatischen Retikulum auf. Ein Uber- 
gang dieser Blaschen in das Endoplasmatische Retikulum ist wahrscheinlich, 
aber noch nicht gesichert. Jarosch (1960) hat Chondriosomen und Dictyo- 
somen im Lichtmikroskop noch nicht getrennt und drei Arten von Chondrio- 
somen beschrieben. Die Chondriosomen a und b sind, nach dem Elektronen- 
mikroskop zu urteilen, echte Chondriosomen, bei den Chondriosomen ¢ han- 
delt es sich um Dictyosomen, deren Erscheinungsbild wesentlich von ihrer 
Lage abhangt. 


im Pflanzenreich aus- 
gebildet, nimlich mit 


Auer Chondriosomen und Dictyosomen findet man kleine, kugelige 
Korperchen in sehr grofer Anzahl. Sie bestehen aus einem elektronendichten, 
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kugelférmigen Koérper, der von einer Membran umgeben ist. Im Inneren 

dieses dunkel erscheinenden Kérpers befinden sich granulare Strukturen, 

mitunter auch kleine Blaschen (Abb. 4,5 und 6). Der Durchmesser dieser Ge- 

bilde betragt mit Membran 0,25 bis 0.30 « und ohne Membran gemessen 0,20 

bis 0,25 u. Ein Zusammenhang der Membranen dieser Kérperchen unter- 

einander oder mit den Membranen des Endoplasmatischen Retikulum konnte 

bisher noch nicht gefunden werden. Haufig finden sich Kérperchen, die 

einseitig keine Membran mehr zeigen, vereinzelt auch Formen, die 

an freie Binnenkérper erinnern. 

Nach ihrer Anzahl und ihrer 

GroéBenordnung kann es sich nur 

um die von Jarosch (1959) als 

kleine Mikrosomen und (1960) 

als Pro-Sphirosomen_ bezeichne- 

ten Kérperchen handeln, die jetzt 

als .Ringkérperchen* be- 

zeichnet werden. Ihre Vielge- 

staltigkeit im elektronenmikro- 

skopischen Bild erlaubt vorerst 

nicht, Art und Richitung des 

Gestaliwandels festzulegen. Der 

von Jarosch (1960) angenommene 

Wandel von Pro-Sphirosomen zu 

Sphirosomen konnte im Elektro- 

nenmikroskop weder bestiatigt 

noch widerlegt werden, weil sich 

die Sphirosomen in viel gerin- 

gerer Anzahl als die ..Ringkér- 

*” ~~ perchen* vorfinden und nicht mit 

Abb. 6. Starker vergr6éferter Ausschnitt Sicherheit identifiziert werden 
aus Bild 4. Ringkérperchen und _ freie konnten, 

Binnenkérper (F). VergréBerung 60.000 : 1. Der Zellkern hat eine doppelte 

Kernmembran mit Poren, die 

tiuRere Membran sieht im Zusammenhang mit dem Membransystem des 

Endoplasmatischen Retikulum (Abb. 4); so gleicht er durchaus den bisher 

aus Tier- und Pflanzenreich bekannten Zellkernen. In zwei Zellkernen 

(Tropfen 1 in Abb. 1) sind Nukleolen als dichte, dunkle Koérper sichtbar. 


Diskussion 

Vom Characeen-Protoplasma liegen bisher nur drei Arbeiten in der Lite- 
ratur vor. namlich Sponsler und Bath (1955), Mercer und Mitarb. 
(1955) und Hodge und Mitarb. (1956). Die erste Arbeit betrifft nur die 
Chloroplasien, waihrend die beiden letzteren auch andere Plasmakomponen- 
ten beriicksichtigen. Hodge und Mitarb. (1956) beschreiben aus jungen 
Nitella-Zellen die Dictyosomen, die sie .clusters of vesicles* nennen. Sie 
nehmen an, daf? die Membranen in der Mitte Verschmelzungsprodukte der 
randstandigen Blaschen sind und da®B diese Membranen mit zunehmendem 
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Alter der Zelien noch bedeutend wachsen. Diese Deutung wird aber unwahr- 
scheinlich durch den Nachweis, daft die Dictyosomen in ausgewachsenen 
Zellen die gleichen Formen besitzen, wie sie aus den jungen Apikalzellen 
beschrieben wurden. Perner (1958) erkannte, daB es sich bei den .,clusters 
of vesicles“ um Teile des Golgisystems handelte. Da durch die Arbeit von 
Weissenfels (1959) der Ausdruck Golgikérper zwei Bedeutungen er- 
hielt, ist er hier durch Dictyosom ersetzt worden. 

In der elektronenmikroskopischen Literatur finden sich nur wenige Siel- 
len, die andere Inhaltskérper als Mitochondrien, Dictyosomen und Chloro- 
plasten erwaihnen. Hodge und Mitarb. (1957) beschreiben dichte Kérper- 
chen — ohne jede umgebende Membran — mit einem Durchmesser von 0,15 
bis 0,20 u, die nach Zerreiben und scharfem Zentrifugieren von pflanzlichem 
Protoplasma aufgefunden wurden. Am hiaufigsten traten diese Kérperchen 
in jener Fraktion auf, die bei 20.000 g 15 Min. zentrifugiert wurde und zahl- 
reiche gemischte Partikel enthielt. 

Strugger (1957) fand sternférmige Kérperchen; von Sitte (1958) 
wurdenssie als Lipoidtropfen erkannt, die durch Osmiumtetroxyd-Fixierung 
eine stark artifizielle Gestalt erhielten. 

Natur und Charakterisierung der Sphairosomen sind auch im lichtmikro- 
skopischen Bereich noch umstritten. Perner (1953) halt die Sphirosomen 
fiir aktiv am Stoffwechsel beteiligte, enzymhaltige Kérperchen (Nadireak- 
tion), wahrend Drawert (1953) nur passiv am Stoffwechselgeschehen be- 
teiligte, stark lipoidhaltige Einschliisse sieht. 

Sitte (1958) beschreibt bei Wurzelmeristemzellen der Erbse eine Zell- 
komponente A, die grofe Ahnlichkeit mit den im Characeen-Plasma auf- 
gefundenen K6rperchen besitzt. Sie haben einen Durchmesser von 0,18 bis 
0.26 « und sind von einer einfachen Membran umschlossen; ihr Inneres er- 
scheint dichter als das umgebende Protoplasma und ist manchmal granu- 
lar. Sitte vergleicht sie mit den microbodies der tierischen Zelle. Vergleicht 
man die Bilder von Sitte mit denen der vorliegenden Arbeit, so fallt einem 
einerseits der wesentlich geringere Kontrast des Inhaltes der Zellkomponente 
A auf, andererseits die scharfe Abgrenzung des Binnenkérpers gegen die 
Membran bei den ,,Ringkérperchen* des Characeen-Plasma. Beides kénnte 
aber auf der starkeren Auslaugung bei der fiir so kleine Objekte verhaltnis- 
mafig langen Fixierung beruhen. 

Die Gestalt des Endoplasmatischen Retikulum, wie sie in den Plasma- 
tropfen der Characeen auftritt, ist bisher aus der Literatur nicht bekannt. 
Die Bilder von zerriebenem und scharf zentrifugiertem Plasma weisen nur 
eine scheinbare Ahnlichkeit auf, da in diesem Fall das Endoplasmatische 
Retikulum in einzelne Tropfen zerteilt ist, die nach Zusammenlagerung 
zwangslaufig ein ahnliches Bild ergeben miissen. Die streng parallele Aus- 
richtung des Endoplasmatischen Retikulum innerhalb des aufersten Rand- 
belages des Characeen-Protoplasten (H od ge und Mitarb. 1956) und dessen 
gleichmaRige Verteilung innerhalb des Plasmatropfens beruht auf den 
unterschiedlichen Kraften, denen das sehr wasserhaltige und strémende 
Plasma in diesen beiden Fallen ausgesetzt ist. Die von Jarosch (1959, 
1960) beschriebenen Fibrillenbiindel und Sphiarosomen konnten bisher im 
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Elektronenmikroskop noch nicht aufgefunden werden. Doch wird die Eigen- 
art, da sich die ,,Pro-Spharosomen“ an die Fibrillenbiindel anlagern, sicher 
zu ihrer Identifizierung beitragen. 


Zusammenfassung 


Internodialzellen von Nitellopsis stelligera wurden niedertourig zentri- 
fugiert (5 Min., 2000 Touren), die dabei entstehenden Protoplasmatropfen 
fixiert und im  Ultradiinnschnitt elektronenmikroskopisch untersucht. 
Chondriosomen, Dictyosomen, Konfiguration des Endoplasmatischen Reti- 
kulum und bisher unbekannte Einschlu&kérperchen (,,Ringkérperchen*) 
werden beschrieben und mit lichtmikroskopischen Befunden zur Deckung 
gebracht. 
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Chemische Mutagenese. Erwin-Baur-Gedachtnisvorlesungen I, 1959. Ver- 
anstaltet vom Institut fiir Kulturpflanzenforschung Gatersleben der 
Deutschen Akademie der Wissenschaften zu Berlin. Herausgegeben von 
H. Stubbe. Redaktion: H. Béhme. Mit 44 Abbildungen, davon 8 Ab- 
bildungen auf 3 Kunstdrucktafeln, 15 Tabellen. Berlin: Akademie-Ver- 
lag 1960. Brosch. DM 18.50. 


Aus Anlaf der Feiern zum 25. Todestag von Erwin Baur wurde von 
den veranstaltenden deutschen Genetikern der Plan gefaft, alle 2 bis 
3 Jahre am Institut fiir Kulturpflanzenforschung in Gatersleben ein Sym- 
posium unter dem Titel ,,Erwin-Baur-Gedachtnisvorlesungen” abzuhalten, 
um das Andenken an den groBen Genetiker bei den jiingeren Forscher- 
generationen wachzuhalten. Der Bericht iiber die erste dieser Gedichtnis- 
vorlesungen liegt nun vor. Als Thema wurde die chemische Mutagenese 
gewahlt, die sich in den letzten Jahren eines auferordentlichen Interesses 
zu erfreuen scheint. Man wundert sich dariiber nicht, wenn man liest, daft 
Reagenzien gefunden wurden, die eine maximale Mutationsrate bis zu 50% 
auslésen kénnen (so das Athyl-methansulfonat). Zwei Verbindungsgruppen 
stehen hier im Brennpunkt des Interesses: Erstens eine Reihe von alkylie- 
renden Reagenzien (Alkansulfonsaure-ester, Epoxyde und Epimine) und 
zweitens die salpetrige Saure, die bekanntlich eine desaminierende Wir- 
kung hat. Vor allem im Falle der HNO, ist auch der Reaktionsmechanismus 
schon etwas durchsichtig geworden. Ein besonders geeignetes Untersuchungs- 
objekt ist hierbei das Tabakmosaikvirus, dessen RNS allein, wie bekannt, 
zur Infektion von Pflanzen und zur Reproduktion des ganzen Virus aus- 
reicht. Hier ist der Ansatzpunkt der mutagenen bzw. inaktivierenden Wir- 
kung der HNO, bereits ziemlich klar: Es handelt sich um eine Desaminie- 
rung von Nukleinsaure-Basen (aus Adenin wird Hypoxanthin, aus Guanin 
Xanthin, aus Cytosin Uracil). Wird an nur einem der 6000 Nukleotide der 
TMV-RNS die Base desaminiert, dann tritt mit 50% Wahrscheinlichkeit 
Inaktivierung, sonst wohl ,,Mutation* ein. Auch an Escherichia coli kann 
HNO, bemerkenswerte Veranderungen auslésen, und zwar entweder eine 
Inaktivierung der Fahigkeit zur Koloniebildung oder eine Stoffwechsel- 
mutation. In beiden Fallen sprechen die Ergebnisse der genauen Analyse 
fiir einen Zweitreffervorgang. Es wird vermutet, daB bei der DNS der 
Bakterienzelle, die nach dem Modell von Watson und Crick eine Doppel- 
schraube darstellen soll, beide Komponenten an je einer Stelle veriandert 
werden miissen, um Inaktivierung auszulésen. In anderen Fallen wird aber 
die Zweitrefferkinetik miglicherweise durch die Art der Versuchsanstellung 
vorgetauscht und es handelt sich in Wirklichkeit um einen Eintreffervor- 
gang. — Diese schénen Ergebnisse aus dem Max-Planck-Institut fiir Virus- 
forschung in Tiibingen w urden als Beispiele aus der bedeutenden Zahl der 
Beitrage herausgegriffen. Sie zeigen auch die grofe Bedeutung der Mikro- 
organismen und der Viren fiir die moderne Genetik. Natiirlich wurde auch 
iiber chemische Mutagenese an héheren Organismen berichtet, aber dort 
sind, dem komplizierteren Bau der Versuchsobjekte entsprechend. die Er- 
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gebnisse nicht ganz so durchsichtig und eignen sich daher weniger fiir eine 
so knappe Berichterstattung. 
as Symposium hatte eine erfreulich starke Beteiligung aufzuweisen. 

Vor allem deutsche, englische, franzésische und skandinavische Forscher 
waren vertreten. Die Hauptreferate hielten C. Auerbach, Edinburgh 
(Chemical mutagenesis in animals), A. Gustafsson, Stockholm (Chemical 
mutagenesis in higher plants) und M. Westergaard, Kopenhagen (Chemical 
mutagenesis as a tool in macromolecular genetics). Den gréferen Teil des 
besprochenen Bandes nehmen dann kiirzere wissenschafiliche Original- 
berichte ein, dargeboten von S. H. Revell (London), C. H. Ockey (Manche- 
ster), R. Rieger und A. Michaelis (Gatersleben), A. Wacker (Berlin), A. Love- 
less (London), H. Schuster, A. Gierer und K. W. Mundry (Tiibingen), F 
Kaudewitz (Tiibingen), W. Vielmetter, H. Schuster und C. M. Wieder (Ti. 
bingen), H. Heslot (Paris), B. Gyérffy (Budapest), C. Auerbach und M. 
— (Edinburgh und Kopenhagen), sowie L. Ehrenberg (Stock- 
101m). 

Alles in allem: Ein aufschluBreicher Lagebericht von der Forschungsfront 
auf diesem Gebiet. H. Kinzel (Wien). 


Gessner, F.: Hydrobotanik. Bd. II. Mit 349 Abb., 8 Taf., zahlreiche Tab. 


XIV, 701 S. Berlin: Deutscher Verlag der Wissenschaften. 1959. Ganzl. 
DM 62.—. 


Von_Gessners_ groftangelegter »Hydrobotanik* liegt nunmehr der 
zweite Band vor. Verf. hat sich, wie bereits im Referat zum ersten Band aus- 
gefiihrt (vgl. Protoplasma 47, 537, 1956) die grofe Aufgabe gestellt, eine den 
Landpflanzen gleichberechtigte Darstellung der Okologie der Wasserpflanzen 
zu geben. Nach dem im ersten Band behandelten Energiehaushalt ist der 
zweite dem Stoffhaushalt gewidmet. Welch iiberraschende Tatsachen ent- 
nimmt man z. B. schon dem ersten Abschnitt iiber den Wasserhaushalt der 
Wasserpflanzen; man liest in den bisher vorliegenden Handbiichern der 
Okologie kaum etwas davon, daf auch die Hydrophyten das Wasser keines- 

wegs aus dem vollen schépfen. sondern daf vielmehr auch bei ihnen begren- 
zende Faktoren eine oft recht bedeutende Rolle spielen. Die folgenden 
Abschnitte behandeln die Wirkung des Sauerstoffs, die Bedeutung des 
CO,-Ca-Sysiems im SiiRwasser und die Verhialtnisse in salzreichen Gewis- 
sern. ferner die quantitative Vegetationsentwicklung und den Nahrstoff- 
haushalt im Wasser, die Vegetation des Benthos und schlieBlich die Primir- 
produktion. Auf breitester Grundlage, unter souveraner Beherrschung der 
Literatur (fast 900 Zitate!) und Einbeziehung neuer Ergebnisse eigener For- 
schungen in den Tropen, ersteht ein Bild der Lebensverhaltnisse der Wasser- 
pflanzen, wie es bislang noch nicht vorliegt. Vielleicht macht der vorliegende 
Band einen noch abgerundeteren Eindruck als der erste; dazu tragt zweifel- 
los bei, da die Zellphysiologie in wesentlich verstarktem MaBe in den Kreis 
der Betrachtungen gezogen wird. Bei der Behandlung der terrestrischen 
Algen. des Wasserhaushaltes, der Sauerstoffspannung, der Salzwirkungen 
und des hydrostatischen Druckes, um nur einige Beispiele zu nennen. er- 
geben sich ja immer wieder Beriihrungspunkte von Okologie und Zell- 
physiologie, und man ist immer wieder iiberrascht, wieviele Probleme uns 
die Wasserpflanzen noch aufgeben. Das Werk wird jeder, der an Fragen 
der protoplasmatischen Okologie interessiert ist, nur mit grof®em Gewinn 
studieren. Gerne pflichtet der Referent den bereits zum ersten Band laut- 
gewordenen Stimmen bei, daft hier ein wirklich bedeutendes biologisches 
Werk entsteht. Man bedauert nur, daf der Band noch nicht in bequemer 
Weise an Hand eines Registers auszuschépfen ist. sondern daf{ man sich 
damit bis zum Erscheinen des dritten, hoffentlich nicht allzulange, gedulden 


muB! O. Hartel (Graz). 
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Vierter Internationaler Kongre8 fiir Elektronenmikroskopie. Berlin, 
10.—17. September 1958. Verhandlungen Band II: Biologisch-me- 
dizinischer Teil. Hrsg. von W. Bargmann, D. Peters und C. Wolpers. Mit 
650 Abb., XV, 639 S. 4°. Berlin—Gottingen—Heidelberg: Springer Verlag, 
1960. Ganzl. DM 196.—. 


Im ersten Band der Verhandlungen sind die technisch-physikalischen 
Fragen behandelt. Der vorliegende Band enthalt den biologischen Teil. Ein- 
leitend enthalt er den Festvortrag von Francis O. Schmitt iiber .,.Electron 
microscopy in morphology and molecular biology*, der Geschichte, Gegen- 
wart, Probleme und Aussichten der Elektronenmikroskopie in der biologi- 
schen Forschung, zumal der Cytologie, in knapper, klarer und treffender 
Form darstellt. 


Das umfassende Material, das der Band enthilt, ist in 7 Kapitel geteilt, 
namlich: A. Elektronenmikroskopische Praparationstechnik in der Biologie 
(Fixieren und Schneiden), bemerkenswert hier ein Beitrag von Zeiger ,,Pro- 
bleme der Fixation in Licht- und Elektronenmikroskopie*, der von allgemein 
biologischem Interesse ist; B, Histochemie und Biochemie; C. Ordnungs- 
prinzipien in der Biologie, mit einer grofen Arbeit von Hodge .,Principles 
of ordering in fibrous systems“ und einer bemerkenswerten Diskussions- 
bemerkung von Bernhard; D. Membranen und Membranmodelle, u. a. mit 
sehr aktuellen Beitragen von Robertson und Mercer; E. Ergebnisse der 
Elektronenmikroskopie in der Zellmorphologie (Zellkern, Plasma, Organel- 
len), ein fiir alle Biologen interessanter Abschnitt; F. Ergebnisse der Elek- 
tronenmikroskopie in der Anatomie (Epithelgewebe, Muskelgewebe, Kol- 
lagen, Hartgewebe, Exokrine Driisen, Endokrine Driisen, Exkretionsorgane, 
Respirationsorgane, Reproduktionsorgane, Nervengewebe, Sinnesorgane), 
das umfangreichste Kapitel mit Beitragen zoologischen und medizinischen 
Inhalts; G. Ergebnisse der Elektronenmikroskopie in der Pathologie 
(Tumorgewebe und Strahlenwirkungen); H. Ergebnisse der Elektronen- 
mikroskopie in der Botanik, ein leider recht kurzer Abschnitt mit Arbeiten 
u. a. von Miihlethaler, Heitz und Porter; J. Ergebnisse der Elektronen- 
mikroskopie in der Mikrobiologie (Protozoologie, Bakteriologie und — ein 
recht umfangreicher Abschnitt — Virologie). 


Die in den Verhandlungen gesammelten Beitrage bilden selbstverstand- 
lich kein Lehr- oder Handbuch, doch gibt die grofe Zahl der enthaltenen 
Arbeiten (iiber 160!) wohl einen guten Uberblick iiber den heutigen Stand 
elektronenmikroskopischer Forschung auf biologischem Gebiet, natiirlich 
besonders unter dem Blickwinkel der zur Zeit aktuellen Probleme. Da die 
Beitrage aus dem Gebiet der Biologie in weitem Sinn stammen und 
nétigerweise meist recht kurz gehalten sind, erfordert die Lektiire vieler 
von ihnen weitgehendes Spezialwissen. Andererseits ergeben sich aber inter- 
essante Einblicke in fernerliegende Disziplinen und ihre aktuellen For- 
schungen. Doch sind manche Arbeiten durchaus allgemein-biologisch inter- 
essant, wie etwa jene, welche sich zum Ziel setzen, mit Hilfe des Elektronen- 
mikroskops etwas iiber die Dynamik des biologischen Geschehens auszu- 
sagen, so z. B. die Mitteilungen von Ris, Nebel, Wohlfarth-Bottermann, 
Kuhnke, Rothschuh, Manni, Schneider, Miihlethaler u. a. 


Wie es neuerdings iiblich geworden ist, sind die Beitrage in verschiedenen 
Sprachen gehalten. Etwa 90 sind englisch, 50 deutsch und rund 20 fran- 
zosisch abgefaBt. Die Ausstattung des Bandes, Papier und Druck — bei 
sovielen Bildern ja besonders wichtig — ist iiber alles Lob erhaben. Der 
Preis allerdings diirfte weder bei uns noch in den dafiir besonders empfind- 
lichen anglo-amerikanischen Landern besondere Begeisterung erwecken. 


W. Url (Wien). 
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Leduc, E., W. Byczkowska-Smyk et W. Bernhard: Essais de cytochimie 
ultrastructurale. Digestion par la pepsine et la trypsine.C. R. Acad. 
Sci. (Paris) 250, 4052—4054 (1960). 


Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dai biologische Feinstrukturen nach 
{Sminiitiger Fixation in 10%igem Formalin (pH7,2) bei 39°C und Ein- 
bettung in ein wasserlésliches Einbettungsmittel (Staubli, C. R. Acad. Sci. 
|Paris| 250, 1137 [1960]) noch im fertigen Diinnschnitt dem Angriff zweier 
verschiedener Proteinasen, namlich Trypsin und Pepsin, zugianglich sind. 
Die Reaktion des analysierten Substrats (Leber- und Pankreaszellen) steht 
mit anderen Befunden iiber die Wirkung dieser Fermente in guter Uber- 
einstimmung: 0.5%iges Pepsin in salzsaurer Lésung verdaut innerhalb von 
3 bis 30 Min. die Substanz der Mitochondrien und der Zymogengranula, 
scheint also saure Eiweiffe anzugreifen. 0.3% iges Trypsin bei pH 8 dagegen 
verdaut die elektronenmikroskopisch sichtbaren Strukturen des Ergasto- 
plasmas und des Chromatins (bas. Eiweife). Die fermentative Wirkung 
des Trypsins wird verzégert, wenn bei 20°C statt bei 3° fixiert wird, nach 
Osmiumtetroxyd-Fixation kann ein enzymatischer Angriff iiberhaupt nicht 
mehr erfolgen. Die Wirkung der Enzyme auf den fertigen Diinnschnitt tritt 
innerhalb von 5 Minuten bis 48 Stunden ein: Die Schnelligkeit der Ferment- 
reaktionen ist direkt von der Lange der Formalin-Fixierung abhangig. 

Die Tatsache, dai die elektronenmikroskopisch sichtbaren Feinstruk- 
turen der Zelle (die nach der hier angewandten Formalin-Fixierung prin- 
zipiell gleich wie nach Osmiumfixierung ausfallen) noch enzymatisch an- 
daubar sind, ist eine weitere interessante Stiitze fiir ihre Naturtreue. Die 
Moglichkeit, durch Behandlung von fertigen Diinnschnitten mit Proteinasen 
und anderen Fermenten eine cytochemische Identifizierung elektronen- 
mikroskopisch sichtbarer Feinstrukturen durchzufiihren, sollte in ihrer Be- 
deutung nicht unterschaétzt werden, wengleich sie bis jetzt an das verwen- 
dete wasserlésliche Einbettungsmittel gebunden ist. Es eréffnen sich hier 
neue und weite Méglichkeiten einer elektronenmikroskopischen Cytochemie. 
die durchaus zu einer Verfeinerung der klassischen Histochemie fiihren 


k6nnen. K. E. Wohlfarth-Bottermann (Bonn). 


Lundegardh, H.: Pflanzenphysiologie. Mit 283 Figuren, XV, 717S. Jena: 
VEB Gustav Fischer-Verlag 1960. Geb. DM 48.70. 


Das zur Besprechung vorliegende Buch ist die deutschsprachige Neu- 
bearbeitung eines 1950 in Schweden erschienenen Lehrbuches der gesam- 
ten Pflanzenphysiologie. Dieses war aus Vorlesungen entstanden, “wurde 
aber schon in der ersten Auflage durch Verarbeitung der Erfahrungen 
eigener Forschertatigkeit sowie des einschlagigen internationalen Schrift- 
tums zu einer umfassenden Darstellung der Pflanzenphysiologie. 

In der nunmehr erschienenen deutschen Ausgabe des Werkes wurde die 
bis 1958 erschienene neuere Literatur einbezogen und auch verschiedene 
Umarbeitungen vorgenommen, so daf nunmehr wieder ein in einem Gu 
gestaltetes, modernes Lehrbuch der Pflanzenphysiologie vorliegt. das sich 
dem bisher als .,.Lundegardh“ bekannten, in fiinf deutschen Auflagen 
erschienenen Werk ,,.Klima und Boden in ihrer Wirkung auf das Pflanzen- 
leben“ an die Seite stellt. 

In 11 Kapiteln werden die Zelle und das Protoplasma, die Entwicklung 
und Formbildung der Zelle, die anatomischen Grundlagen der phy siologi- 
schen Prozesse, Photosynthese und Kohlehy dratbildung, Atmung und 
Giarung, der Stickstoffstoffwechsel, Aufnahme und Transport der Minerai- 
nahrstoffe, die Beziehungen zwischen Nahrstoffaufnahme und Wachstum. 
die Wasserbilanz, das W fachstum und die Bew wegungen der Pflanze behan- 
delt. Die Aufnahme einer kurzen Behandlung “der Anatomie der Pflanze 
vom Blickpunkt ihrer Beziehungen zu den physiologischen Leistungen ent- 
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spricht einer auch in verschiedenen anderen modernen Lehrbiichern der 
allgemeinen Botanik zum Vorteil der Gesamtdarstellung bereits bewahrten 
Gepflogenheit. Hinweise auf anatomisch-morphologische und ékologische 
Anpassungen beleben und erganzen einzelne physiologische Kapitel. 

Man wird vielleicht bemangeln diirfen, daf{ manche noch nicht voll- 
kommen geklarte Fragen in etwas zu gesicherter Form dargestellt werden. 
Das Buch ist hinsichtlich Papier, Druck und Abbildungsmaterial gut 
ausgestattet. R. Biebl (Wien). 


Medizinische Grundlagenforschung. Unter Mitwirkung von K. Bucher, 
W. Doerr, F. Fliigel, A. Grumbach, G. Hegemann, N. Henning, H. Holzer, 
A. Kornmiiller, J. Kiihnau, H. Schaefer, H. Schoen. Herausgegeben von 
K. Fr. Bauer. Band III. Mit 205 Abb., 47 Tab., 754 S. Stuttgart: Georg 
Thieme-Verlag. 1960. Ganzl. DM 178.— 


Es liegt der 3. Band eines Werkes vor, dessen Inhalt durch den Titel 
nicht. ohne weiteres gekennzeichnet ist. Dem Wesen nach kann es mit den 
Bandfolgen von ,.Ergebnissen...“ verglichen werden, nur daf hier nicht 
ein engumschriebenes Fach- oder Forschungsgebiet behandelt wird. Viel- 
mehr betreffen die 15 Einzeldarstellungen des Bandes, die zum Grofteil 
ohne sachliche Beziehungen aufeinanderfolgen, die heterogensten Probleme: 
von psychiatrischen iiber physikalische und biochemische bis zu solchen 
aus der Evolution. Es kann daher diesem Bericht nicht erlassen werden, 
die einzelnen Aufsatze anzufiihren, wobei deren Inhalt natiirlich auch nicht 
im entfernten ausreichend referiert werden kann. 


Nach einem kurzen Vorwort des Herausgebers K. Fr. Ba uer behandelt 
M. Gozzano (Rom) die Methodik der modernen psychiatrischen Forschung 
(biologische, physiologische, klinische, experimentelle Gesichispunkte sind 
wie psychosomatische Wechselbeziehungen beriicksichtigt). A. Asenjo 
(Santiago de Chile) klassifiziert die GefaBmiBbildungen und GefaRtumoren 
des Gehirns nach eigenen anatomischen und réntgenographischen Unter- 
suchungen (angeborene, erworbene Liasionen, Tumoren und _ gemischte 
Lasionen mit Untergruppierungen). Zwei Beitrage beschaftigen sich mit 
dem Tonus der Skelettmuskulatur und zwar Gé pert (Freiburg) mit dem 
Problem an sich, v. Eif f (Bonn) mit den klinischen Aspekten des Problems. 
Ein umfangreicher Artikel behandelt ersch6pfend und bis ins Physikalische 
gehend die Grundlagen und Ergebnisse der In-Vivo-Messung radioaktiver 
Substanzen im menschlichen Organismus*. AnschlieBend widmen sich 
G. Barth und W. Frik (Erlangen) dem .Strahlenschutz in Arztlicher 
Sicht*, ausgehend von physikalischen iiber pathologische Betrachtungen bis 
zu Mefimethoden und zu den Schutzmafnahmen in der Réntgentherapie 
und Réntgendiagnostik. Nur kurz wird der chemische Strahlenschutz und 
der Schutz bei Arbeiten mit aktiven Substanzen dargestellt. 

Ein ganz anderes Gebiet, das Problem .,Eiweifmolekiil* erértern 
F. Turba (Wiirzburg) und W. Zillig (Miinchen). Ersterer bringt einige 
jener Kapitel aus der Biochemie der Proteine, in denen neuerdings wesent- 
liche Fortschritte zu berichten sind; hier werden nicht nur die Struktur- 
analyse, sondern auch die Beziehungen zwischen Struktur und biologischer 
Funktion behandelt. Zillig beschaftigt sich mit der Biosynthese der Pro- 
teine in zwei Teilfragen: Wie liefert die Zelle die Energie fiir den Aufbau 
von Peptidketten und auf welche Weise bzw. in welchen Orten produziert 
die Zelle aus 20 freien Aminosauren spezifische Eiweifindividuen mit defi- 
nierter Funktion. Auch ein weiterer Beitrag fallt in das Gebiet der EiweiB- 
kérper: .Der neueste Stand der  Plasmaproteinforschung* von 
E. Schultze und K. Heide, beide Behringwerke Marburg a. d. Lahn. 
— Es folgt eine Abhandlung iiber biochemische, physiologische und klini- 
sche Probleme des Fruktosestoffwechsels von F. Leuthardt (Ziirich) und 
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K. Stuhlfauth (Miinchen), weiters iiber Fat Metabolism and Athero- 
sclerosis* von L. W. Kinsel] (Oakland) — ,,Saftstrom (Kapillaraustausch) 
bei héheren Wirbeltieren* von W. Schroeder (Frankfurt), ,,.Die biologi- 
sche Bedeutung der Blutgerinnung beim Menschen“ von S. Witte und 
Zur Frage des Mechanismus der Prothrombinaktivierung* von H. Schr 6- 
er (Wiirzburg) sind eine weitere Gruppe von Beitragen. Den Abschlu# 
bilden Darstellungen iiber ,Struktur und Funktion der Synovialgewebe“ 
von D. V. Davies (London) und C. H. Barnett (London), schlieBlich 
ein Aufsatz aus ganz anderem Gebiet: ,,Unser heutiges Wissen von der Evo- 
lution® von W. Zimmermann (Tiibingen). — Nach dem Vorwort des 
Verfassers hat das Werk den Zweck, der klinischen Medizin Riistzeug und 
Erkenntnisse naturwissenschaftlicher und theoretisch-medizinischer For- 
schungsgebiete zuginglich zu machen. Dieser Zweck erscheint erreicht. Die 
Artikel sind sehr “sorgfaltig abgefaft, gehen zum Teil auch sehr ins Ein- 
zelne. Wertvoll sind die umfangreichen Literaturverzeichnisse am SchluB 
jeden Beitrages. Druck und Ausstattung sind ausgezeichnet. 


A. Pischinger (Wien). 





Herausgeber, Eigentiimer und Verleger: Springer-Verlag, Wien I, Mélkerbastei 5. — Fiir den Inhalt ver- 

antwortlich: Prof. Dr. Karl Héfler, Universitat Wien, Prof. Dr. E. Perner, Tierirztliche Hochschule, Hanno- 

ver, und Doz. Dr. K. E. Wohlfarth-Bottermann, Universitat Bonn. — Druck: Adolf Holzhausens Nfg., 
Wien VII, Kandlgasse 19-21 
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Bei der Schriftleitung sind folgende weitere Arbeiten eingelangt: 


Werth, W.: Vergleichende Untersuchungen iiber die relative Permeabilitat 
des Protoplasmas fiir Alkohol und Wasser 


Kappner, W.: Bewegungsphysiologische Untersuchungen an der Amoebe 
Chaos chaos L. (II. Die Wirkung von Salyrgan, Cystein und ATP)... 


Schneider, L.: Elektronenmikroskopische Untersuchungen iiber die Wirkung 
von Strahlen auf das Cytoplasma. (I. Die Friihwirkungen von Réntgen- 
strahlen auf das Cytoplasma von Paramecium) 


Schneider, L.: Elektronenmikroskopische Untersuchungen iiber die Wirkung 
von Strahlen auf das Cytoplasma. (II. Die Spatwirkung von Réntgen- 
strahlen auf das Cytoplasma von Paramecium) 


Parker, J., and D. E. Philpott: An Electron Microscopic Study of Chloro- 
plast Condition in Summer and Winter in Pinus strobus 


Klima, J.: Eloktronenmikroskopische Studien iiber die Feinstruktur der Tri- 
kladen (Turbellaria) 


Militi¢é, D., und Z. Udjbinac: Virus-EiweiSspindeln der Kakteen in Lokal- 
lasionen von Chenopodium 


Blochinger, A.: Die Wirkung cancerogener und déstrogener Stoffe auf 

Falke, D., und J.-E. Richter: Phasenkontrastmikroskopische Befunde zur 
Bildung mehrkerniger Kulturzellen 

Kamiya, N.: Protoplasmastrémung 


Wohlfarth-Bottermann, K. E.: Cytologische Studien VIII. Zum Mechanis- 
mus der Cytoplasmastrémung in diimnen Faden 


Campbell, A. D., W. D. Seward, Th. E. Gilmer, Jr. and E. G. Huf: 
Automatic Recording of Electric Potential and Ion Transport in Frog Skin 


Jarosch, R., und O. Kiermayer: Spirochaeten im Rhizopodenplasma . . 


Kinzel, H., und Erika Bolay: Uber die diagnostische Bedeutung der Ent- 
mischungs- und Fallungsformen bei Vitalfarbung von Pflanzenzellen . . 


H@éfler, K.: Osmotisch bedingte polare Verlagerungen im Protoplasten von 
Cladophora prolifera 


Diskus, A.: Uber den Bau des Vakuolensystems einiger Oladophora-Arten 
Thaler, Irmtraud: Eiwei8kérper in Neomonospora furcellata 
Wohlfarth-Bottermann, K. E.: Cytologische Studien IX. Die elektronen- 


mikroskopische Feinstruktur des Grundcytoplasmas nach ,,wasserléslicher 
Einbettung*“ 


Turian, G.: Cytoplasmic Differentiation and Dedifferentiation in the Fungus 


Jonek, J. J.: Wher das Verhalten der Phosphatasen und Lipasen in den 
Nebennieren vom Kaninchen wahrend der pharmakologischen Hypo- 
thermie 


Stadelmann, E.: Zur Wirkung von a-Strahlen auf Plasma und Zellorga- 
nellen von Alliwm-cepa-Epidermen 


27. 6. 


14. 7. 
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Methoden zur Bestimmung 
pflanzlicher Wuchsstoffe 


Von 


Dr. phil. Hans Linser 
Privatdozent an der Technischen Hochschule und an der Hochschule fiir Bodenkultur, Wien 
Leiter des Biologischen Laboratoriums der ,,Osterreichischen Stickstoffwerke Aktiengesellschaft“, Linz 
und 


Dr. phil. Oswald Kiermayer 
Biologisches Laboratorium der ,,Osterreichischen Stickstoffwerke Aktiengesellschaft“, Linz 


Mit 98 Textabbildungen. VII, 181 Seiten. Gr.-8°. 1957 
Ganzleinen S 198.—, DM 33.—, sfr. 33.80, $ 7.85 


»»--. In Giesem Werk werden 63 verschiedene Testmethoden angegeben, von denen die wichtigsten beson- 
ders breit behandelt sind. Stets wird nach einer kritischen Wertung und einer physiologischen Charakteristik 
der einzelnen Verfahren gestrebt. Der nicht unmittelbar auf diesem Gebiet Titige nimmt mit Respekt zur 
Kenntnis, wie viel Flei8 und Geduld hier auf methodischem Gebiet eingesetzt wurde. Hoffentlich wird die 
aufgewendete Miihe bald Friichte tragen, den groBen Schritt von der empirischen zur kausalen Behandlung 
des Themas erméglichen und zum Einblick in die biochemischen Zusammenhinge der Wuchsstoffwirkung 
fiihren. Man wird von dem Buch erwarten diirfen, daB es diesen weiteren Fortschritt wesentlich férdern wird.“ 


Phyton 


Archiv fir die gesamte Virusforschung 


Begriindet von R. Doerr 


Herausgegeben von S. Gard, Stockholm, C. Hallauer, Bern, K. F. Meyer, San Francisco 
E. G. Nauck, Hamburg, A. B. Sabin, Cincinnati 
Schriftleitung: C. Hallauer, Bern 


Zuletzt erschien : 


Band X, Heft 5 (SchluSheft): (Abgeschlossen im Dezember 1960.) Mit 57 Textabbildungen. 
161 Seiten. 1961. S 246.—, DM 39.-, sfr. 41.90, $ 9.75 


Inhaltsverzeichnis: Lorenz, R. J., Uber den Einflu8 des Pipettierfehlers auf die Genauigkeit bei der Konzen- 
trationsmessung von Viruslésungen. — Lorenz, R. J., Uutersuchungen iiber die Dosis-Wirkungs-Bezichung 
und die Genauigkeit bei Virustitrierungen. — Klamerth, O., Die Beeinflussung der Aktivititen von Gewebs- 
enzymen durch Virusinfektion. — Reczko, Eva, Elektronenmikroskopische Untersuchungen am Virus der 
Stomatitis vesicularis. — Tongeren, H. A. E. van, and W. C. Timmers, Antibody Siudies in Coots (Fulica 
atra) to Russian Spring-Summer Encephalitis (CEE) Virus in the Netherlands. The Behaviour of this Virus 
in pos sect Inoculated Coots. — Schmidt, W. A. K., W. Hépken und R. Wohirab, Untersuchungen 
zur K d Reaktion der Poliomyelitis. — Lippelt, H., und E. Mannweiler, Das Verhalten 
von Influenzaviren in Gewebekulturen von Hihnerembryo-Nieren. I. — Mannweiler, E., Das Verhalten 
von Influenzaviren in Gewebekulturen von Hithnerembryo-Nieren. II. — Mannweiler, E., Das Verhalten 
der Influenzaviren in Gewebekulturen von Hiihnerembryo-Nieren. Il]. — Beasley, Annie R., W. Lichter, 
and M. M. Sigel, Studies on Latent Infections of Tissue Cultures with Dengue Virus. Yoshino, K., 
A. Kondo, N. Kuma, and H. Taniguchi, Infection of the One-Day Old Fertile Hen’s Egg with Rabies 
Virus. VI. — Yoshino, K., M. Suzuki, and A. Kondo, Infection of the One-Day Old Fertile Hen’s Egg 
with Rabies Virus. VII. 
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